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A indústria farmacêutica tem vindo a desenvolver o controlo de qualidade, investindo na valida çã o 
analítica de produtos, de modo a garantir qualidade ao consumidor. Nesse contexto, o objetiv o desta  
dissertação é fazer a validação analítica dos métodos de análise a usar no controlo de qualidade de um 
medicamento composto por dois ativos, Arteméte r e Lumefantrina , por cromatogra fia líquida de alta  
eficiênc ia. Foram validados os métodos de doseamen to e de dissolução e desenvolvido o método de  
substânc ias aparentadas. Para validação destes métodos teve-se em conta as guide lines da Farmaco p e ia  
Europe ia e da International Confernce on Harmonization (ICH). 
Para o método de doseamen to, em ambos os ativos, o método demonstra -se especifico, não 
apresentand o compostos que interfiram com os picos das substânc ias ativas, sendo linear, exato, prec iso , 
robusto e estável pelo menos até 30 horas, tempo em que este foi testado. 
Para o método de dissolução, cada ativo tem as suas condições, tendo sido testados em separado.  
O método de dissolução aplicado ao Arteméte r é especifico, linear, exato e preciso, não se  
demonstrando robusto para alterações de pH, tempera tura da coluna e mudança de filtro, mostrand o - se  
instáve l para as primeiras 10 horas estudadas. 
O método de dissolução aplicado à Lumefantrina é especifico, linear, exato, robusto, nas alteraçõ es 
efetuadas ao método, e estável pelo menos até 30 horas. 
Para o método de substânc ias aparentadas desenvolvido, com base no procedimento da maté ria  
prima, para Arteméte r. O método mostra -se especifico, linear, exato, preciso e robusto, perante as 
alterações feitas ao método.  
Através dos testes de stress, fez-se uma comparação entre os ativos, Arteméte r e Lumefantrina , de  
modo a verifica r as degradações de cada ativo. Obteve -se que para o Arteméte r as degradações são 
significa tivas, ao contrá rio do que acontece na Lumefantrina. 
 
 
Palavras-chave: Indústria Farmacêutica, Controlo de Qualidade, Validação de Métodos Analíti c o s, 
Cromatografia Líquida de Alta Eficiênc ia (HPLC), Arteméter, Lumefantrina , Doseamento, Dissolu çã o , 







The pharmaceutica l industry has been develop ing quality control, investing in the analyt ica l 
valida tion of produc ts, in order to guarantee quality to the consumer. In this context, the aim of this 
disserta tion is to perform an analytica l valida tion of analysis methods to be used in the quality control of 
a drug composed of two active substances, Artemether and Lumefantrine, by high performance liqu id 
chromatography. The methods of dosing  and dissolu tion were valida ted and the method of rela ted 
substances developed. For valida tion of these methods, the guide lines of the European Pharmacopoe ia and 
the Interna tiona l Confe rence on Harmoniza tion (ICH) have been taken into account. 
For the assay method, in both active compounds, the method is specific and does not present 
compounds that interfere with the peaks of the active substances, being linear, accurate, robust and stable  
for at least 30 hours, as tested. 
For the dissolutio n method, each active has its own conditions and has been tested separate ly. 
The method of dissolu tion applied to the Artemether is specific , linear, accurate and accurate , not 
provin g to be robust for changes in pH, column tempera ture or filter change, showing to be unstable for 
the first 10 hours studied. 
The dissolution method applied to Lumefantrine is specific , linear, exact, robust, in the  carried - o u t 
changes to the method, and stable for at least 30 hours. 
For the method of related substances developed, based on the  raw materia l procedure , for 
Artemether, the method is specific , linear, accurate , accurate and robust, given the changes carried-o ut. 
Through the stress tests, a comparison was made between the assets, Artemether and Lumefantr in e , 
in order to verify the degrada tions of each one. As a result, the Artemether the degrada tions are more  
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1. INTROD UÇÃO 
1.1.  Enquadramento e Motivação 
Atualmente, as indústrias farmacêuticas representam uma grande percentagem da economia no 
setor farmacêutico (Isse, 2011). Este ramo sofreu grandes alteraç ões nos últimos anos devido à 
globa lização intensiva e ao aumento da competitividade . As indústrias farmacêuticas têm procur a d o 
vencer novos desafios de forma a destacarem-se no mercado globa l. Assim, a satisfação e o grau de  
confiança do consumidor são fatores importan tes que têm recebido cada vez mais atenção durante a 
produção do medicamento (Kesič, 2009) . 
Com base neste desenvolv imento, a realização do controlo de qualidade nas indústr i a s 
farmacêuticas é um dos fatores mais importan tes para garantir a qualidade , a segurança, a eficácia e a 
credibilidade dos seus medicamentos para com o mercado consumidor.  
De modo a garantir esses requisitos durante a fabricação dos seus produtos, as indústr i a s 
farmacêuticas precisam de cumprir determina das regras e leis impostas pelas agência s de regulamenta çã o 
e garantia de qualidade dos produtos. Em Portuga l, a agência designada para esse feito é o Insti t u to 
Naciona l da Farmácia e do Medicamento (INFAR MED ), que tem o dever de regular e supervisio nar os 
setores dos medicamentos e produtos de saúde (entre eles dispositivos médicos, produtos de cosméticos e 
de higiene corpora l), segundo os mais elevados padrões de proteção da saúde pública , assegurand o assim 
a sua qualidade , eficácia e segurança e garantindo o seu acesso aos cidadãos e profissiona is da saúde  
(Infarmed, 2016). 
De facto, o departamen to de qualidade nas indústrias farmacêuticas tem cada vez mais importâ n c ia  
na fabricação de um medicamen to (Kesič, 2009) . Nesse contexto, o objetiv o desta dissertação é fazer a 
validação analítica dos métodos para análise em controlo de qualidade de um medicamento composto de  





1.2.  Grupo Azevedos – Sofarimex 
O Grupo Azevedos foi fundado em 1775 sendo um estabelec imento da botica Azevedo. Inscreve ra m 
na sua história a produção do primeiro medicamen to em Portuga l e a partic ipação no prémio Nobel da  
Medic ina atribuíd o ao Professor Egas Moniz . 
Em 1994, o Grupo Azevedos inaugurou a Sofarimex que, atualmente , é a empresa líder de fabrico 
de medicamentos em Portuga l. Tem um portfólio superior a 650 produtos e exporta para os cinco 
continentes 75% dos produtos fabricados (Azevedos, 2016b). A Sofarimex é um dos maiores produto r es 
ibéricos de liofilizados, tendo uma capacidade atual de 9 milhões de unidades/an o (Azevedos, 2016a). 
A produção de liofilizados é um processo com grandes vantagens na qualidade dos medicamen to s, 
mas é também o de maior exigênc ia tecnológica para as empresas produtoras. Os elevados custos do 
investimento e a manutenção dos equipamentos, assim como os requis itos de qualidade do ar e a 
qualificação das equipas de trabalho, são válidas justificações para o alto nível de procura que o mercado 
dirige a esta forma farmacêutica com vantagens acrescidas. Uma unidade de produção que é o estado de  
arte no sector, satisfaz amplamente estas exigênc ias e dá resposta às necessidades do mercado. 
A empresa investe no seu desenvolvimento de modo a permitir o crescimento do negócio e  a colocar 
no mercado produtos de grande qualidade . Para isso tem um laboratório de desenvolvim ento galénico que  
mimetiza as valências da unidade industria l e possui uma equipa de trabalho dedicada ao desenvolvim e n to 
de fórmulas, processos de fabrico tanto para novos produtos como para transfe rênc ia de tecnologia . Existe  
ainda um labora tório analítico dedicado ao desenvo lvimento e validação de métodos analíticos e ensa ios 
de estabilidade. 
A Sofarimex oferece uma vasta gama de serviços (Azevedos, 2016c): 
➢ Produção e embalagem de produtos farmacêuticos ; 
➢ Aprovisionamento; 
➢ Desenvolvimento de embalagens ; 
➢ Desenvolvimento de fórmulas e processos ; 
➢ Ensaios de estabilidade ; 
➢ Desenvolvimento e validação de métodos analíticos ; 
➢ Apoio regulamentar. 
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1.3.Controlo de Qualidade 
O Controlo de Qualidade é responsáve l pela análise de matérias -primas, e de materia l de  
acondic ionamento e produto acabado assegurando a qualidade em todas as fases do processo produt iv o , 
desde o desenvo lvimento e a validação de métodos físico-quím icos e microbio lógic os até à realização de  
estudos de estabilidade de acordo com as normas aplicáve is (EDOL, 2016) 
É um conjunto de operações que vai desde a programação, à coordenação e execução com o obje t iv o 
de verifica r e assegura r que os produtos estejam dentro dos padrões de qualidade exigidos, sempre através 
de análise s e medições. As suas principa is vantagens são (Jorge, 2006): 
➢ Otimização de processos; 
➢ Redução de tempos e desperdíc ios, 
➢ Padronização de procedim entos; 
➢ Aumento do grau de certeza da qualidade do ambiente e dos produtos finais. 
A realizaçã o do controlo de qualidade nas indústria s farmacêuticas é de extrema importânc ia para  
que a qualidade , a segurança , a eficácia e a credibilidade dos seus produtos sejam asseguradas junto da  
população que irá consumir estes medicamentos (Barbosa , 2001; Gennaro, 2004). Este termo diz respe ito 
ao processo de fabrico de um medicamento perfeito de acordo com um conjunto de normas e leis cuja  
implementação sugere a obrigação de um empenho organizado de todos os funcionários, a fim de evita r 
erros ou eliminar equívocos em cada uma das fases da produção  (Lachman, Liberman, & Kanig, 2001).  
A credibilidade do medicamento industria lizado exige a qualificação do profissiona l responsáve l, a 
modernidade das indústria s, qualidade dos serviços e segurança dos produtos (Pinto, Kaneko, & Ohara , 
2003). 
Para a fabricação de um medicamento, é necessário ter em conta um determinado conjunto das mais 
diversas tecnologias. É essencia l, durante as etapas do processo, a realização de vários ensaios que  
comprovem a qualidade do produto e, é nesse momento que os funcionários da área de control o de  
qualidade atuam. Estes ensaios são realizados a partir do momen to em que a matéria -prima chega à 
indústria , onde se verifica a identidade e a pureza da matéria -prima , impedindo a probabilidade de se tra ta r 
de um medicamento falsificad o. 
No decorre r das demais etapas de produção, são feitos outros ensaios que servem como controlo do 
processo. Por fim, são realizados mais ensaios que aferem desde a embalagem até a dose exata do princ íp io 
ativo (Aiache, Aiache, & Renoux, 1998). Também são atribuídas ao controlo de qualidade na indús t r ia  
farmacêutica as seguintes funções : desenvolver, constituir, alterar e treina r metodologias analíticas e 
operações de labora tório fundamentadas em referênc ias oficia lmente reconhec idas e a realização de  




1.4.  Cromatografia 
Devido à facilidade em efetuar a separação, identificação e quantificação de espécies químicas, a 
cromatogra fia ocupa um lugar de destaque entre os métodos analíticos modernos, podendo ser utiliza d a  
isoladamente ou em conjunto com outras técnicas instrumenta is de análise  (Degani, Cass, & Vieira , 1998) .  
Sendo a cromatogra fia um método físico-q uímico, esta fundamenta -se na migração diferenc ia l dos 
componentes de uma mistura , o que ocorre devido a diferentes interações entre duas fases imiscív e is , 
sendo uma fase fixa que tem uma grande área superfic ia l chamada fase estacionária , e a outra um fluid o 
que se move através da fase estacionária , designada por fase móvel (Lanças, 1993; Neto & Nunes, 2003) . 
Atribu ída ao botânico russo Mikhae l Semenov ich Tswett, a descoberta da cromatogra fia como 
técnica analítica ocorreu em 1906, quando Tswett descreveu a sua experiênc ia na separação dos 
componentes de extrato de folhas. Neste estudo , o botânico conseguiu separar pigmen tos de cloroplas to s 
em folhas verdes de plantas, onde usou uma coluna de vidro recheada com carbona to de cálcio como fase  
estacionária e éter de petróleo como fase móvel, ocorrend o a separação de componentes em faixas 
coloridas. Este acontec imento deu origem ao nome de cromatografia (chrom = cor e grafie = escrita ) , 
embora o processo não dependa da cor. Apesar de investigaçõe s semelhantes terem sido desenvolvid a s , 
Tswett foi o primeiro a compreen der e a interpre ta r este processo como é aceite atualmente, utilizand o o 
termo cromatografia para descrever as zonas coloridas que se moviam dentro da coluna (Lanças, 1993).  
A técnica cromatográ fica foi praticamente ignorada até a década de 1930, quando foi redescobe r ta  
por Kuhn e Lederer, que aperfeiçoaram a cromato gra fia em coluna, separando e identificando as xantof i la s 
da gema de ovo, utilizando para isso uma montagem semelhante à de Tswett, com carbona to de cálc io 
como fase estacionária e éter de petróleo como fase móvel. A partir daí, a cromatogra fia foi aperfeiç oa d a  
e, em conjunto com os avanços tecnológ ic os, foi levada a um alto grau de sofisticação, resultan do no seu 
grande potenc ia l de aplicação em muitas áreas (Degani et al., 1998; Neto & Nunes, 2003) . 
A classificação dos métodos cromatográ ficos pode ser quanto ao mecanismo de separação, quanto 
à técnica utilizada e em relação ao tipo de fase utilizada. No entanto, a classificação mais popula r é a que  
tem em consideração o tipo de superfíc ie na qual ocorre a separação, sendo dividida em cromatogra fia e m 
coluna e em cromatogra fia planar(Neto & Nunes, 2003). 
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1.4.1. Cromatografia de camada fina 
 
A cromatografia em camada fina, sistema de cromatografia planar, é uma ferramenta para análises 
qualita tivas rápidas e extremamente efetiva e vantajosa para esse propósito. Adequa-se também para o 
isolamento de pequenas quantidades de frações de misturas complexas ou na purificação de substânc ias. 
A fase estacionária é constituída por um sólido finamente dividido que reveste um materia l de  
suporte rígido e inerte, de modo que o processo de separação ocorre numa superfíc ie plana, essencia lme n te  
bidimensiona l. Este conjunto denomina -se por placa de cromatogra fia . 
A cromatogra fia desenvolve -se com a fase móvel, migrando através da fase estacionária por ação 
da capilaridade . A este processo chama-se de corrida . Como a amostra interage com a fase móvel e a fase  
estacionária, à medida que o solvente vai ascendendo na placa a amostra vai sendo arrastada pelo solve n te  
a uma velocidade que depende da atração do soluto pela fase estacionária. Assim, diferentes solutos com 
diferentes interações com a fase estacionária são arrastados a velocidades diferentes, o que permite uma 
identificação dos mesmos (Degani et al., 1998).  
A separação consiste no deslocamento diferenc ia l sobre uma camada fina de adsorven te retido sobre  
uma superfíc ie plana. O processo de separação fundamenta -se na adsorção, mas quando são utiliz a da s 
fases estacionárias tratadas pode ocorrer partição ou troca iónica , podendo então ser utilizada tanto na  
separação de substânc ias hidrofóbicas como hidrofílicas (Neto & Nunes , 2003). 
 
1.4.2. Cromatografia líquida de alta eficiênc ia (HPLC) 
 
Na cromatogra fia em coluna , o sistema mais utilizado em indústria farmacêutica é a cromatogra f ia  
líquida de alta eficiênc ia , uma vez que tem a capacidade de separar, identifica r e quantifica r os compos to s 
presentes em determinada mistura. O seu principa l objetivo é separar individua lmen te os dive rs o s 
constituin tes de uma mistura por meio de uma interação entre as moléculas da amostra e de duas fases, 
uma estacioná ria e outra móvel. 
Os seus principa is componentes são um sistema de bombas, um sistema de injeção da amostra, a 
coluna cromatográfica , o detetor e um sistema que permite regista r e fazer o tratamento da respos ta  





Figura 1.1. Esquema de um HPLC 
 
Na cromato gra fia líquida de alta eficiênc ia , o circuito é fechado, podendo ser utilizada inúmer as 
vezes. As colunas utilizadas são bastante eficientes, no entanto oferecem resistênc ia ao fluxo de fase  
móvel, necessitando da aplicação de sistemas de bombas de alta pressão, que fazem com que a velocida d e  
da eluição aumente . As análises são mais precisas, uma vez que o fluxo de fase móvel é facilme n te  
controlado e a injeção é feita com microsse ringas ou através de válvulas de injeção e podem ser utiliza d o s 
diferentes tipos de detetores. 
Este método tem uma alta resolução, sensibilidade e reprodutib ilidade, mas dispõe de equipa me n tos 
caros e de um elevado custo de manutenção e operação (Skoog, Holle r, & Nieman, 2002; Vogel, 2002). 
No HPLC, as amostras não precisam ser voláte is nem termicamen te estáveis, basta que sejam 
solúve is na fase móvel, tendo por isso uma maior aplicação. A amostra interage com as duas fases, o que  
faz com que tenha grande variedade de mecanismos de separação (Guimarães & Collins, 1997; Skoog et 
al., 2002). 
O sistema de bombas tem como função promover a circulação da fase móvel a um determin a d o 
fluxo, ao longo de todo o sistema cromatográ fico, podendo ser programado para efetuar a introdução dos 
componente s da fase móvel em proporções variáve is, chamada de eluição em gradien te, ou a uma  
proporção constante, designand o-se neste caso eluição isocrá tica . A fase móvel flui continuamente através 
do sistema , arrastando a amostra injetada pelo sistema de injeção, através da fase estacionária constit u íd a  
pela coluna cromatográ fica . 
As substânc ias presentes na amostra , devido às suas distintas estruturas molecula res e grup os 
funciona is, dispõem de distintos graus de afinidade com as fases móvel e estacionária e, por conseguin te , 
as suas velocidades de migração serão igualmente distintas, permitindo o desenvo lvimento da separaçã o 
cromatográ fica . Pode-se , então, concluir que a substânc ia com maior afinidade com a coluna é aquela que  
elui por último e, por oposição, a substânc ia que elui em primeiro lugar será a de menor afinidade com a 
fase estacionária (Collins, 1997; Dutra de Olive ira , 1989) . 
As diferente s interações que ocorrem na coluna cromatográ fica podem ser classificadas como 
partição, adsorção, exclusão ou troca iónica . A classificação da separação deve-se aos diferentes tipos de  
enchimento na coluna cromatográ fica, pelo que a sua seleção para uma determinada análise influe n c ia  
significa tivamente o método de separação, podendo este ser afetado tanto na seletividade como na  
eficiênc ia de separação. 
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A separação pode ser feita por fase normal ou por fase reversa, de acordo com a polaridade das 
fases de separação do sistema . Em fase normal, a fase estacionária é polar (normalmente o enchimen to é 
composto de sílica) e a fase móvel apolar. Neste caso, os analítos polares ficam retidos mais tempo na  
coluna , enquanto os analítos com menor polaridade têm mais afinidade pela fase móvel, sendo eluído s 
mais rapidamente da coluna cromatográ fica (Neto & Nunes, 2003). 
Na fase reversa, a fase móvel é polar e a fase estacionária é apolar (geralmen te utiliza -se sílica  
modificada quimicamente com cadeias de hidrocarb one tos, vulgarmente chamadas de colunas C8 e C18, 
classificadas consoante o número de hidrocarb one tos adicionados à estrutura base de sílica), sendo neste  
caso os compostos menos polares, os mais retidos na coluna . Este último tipo de separação é o que tem 
uma maior gama de aplicabilidade. 
Ao sair da coluna, os componentes seguem para o detetor que deve ser escolhido de modo a te r 
sensibilidade para regista r as diferentes variações de sinal das concentrações dos analítos que são 
separados pelo sistema. Existem vários tipos de detetores e a escolha dependerá fortemente das 
características químicas ou físicas das espécies a serem detetadas. Os detetores de HPLC devem possui r 
várias característica s, entre elas a alta sensibilidade , a seletividade , a linearidade (correspondente ao 
aumento da concentração do analíto), pouco sensibilidade às variações de tempera tura e fluxo preciso e 
com reprodutibilidade (Guimarães & Collins, 1997). 
 
1.4.2.1.  Detetor UV-visíve l 
 
Os detetores de UV-visíve l são os detetores mais utilizados em HPLC, pois apresentam um ba ixo 
custo, aceitam o uso de gradiente e, geralmente, não são afetados por pequenas mudanças de fluxo e 
tempera tura. Consistem num fotómetro que mede a absorção de luz pelos compostos, em ce rto 
comprimento de onda, compreendido entre as regiões visíve l e ultraviole ta. 
O princípio da deteção por UV-vis pode ser definid o através da concentração do analíto relacio n a da  
à fração da luz transmitida pela célula do detetor pela lei de Lambert-Beer: 
 
𝐴 = 𝑏 × 𝑐 × 𝜀 
Equação 1.1. Lambert-Beer 
Onde: 
A - Absorbânc ia; 
ε - Coefic iente de absorção molar da espécie em estudo; 
b - Distânc ia percorrida pela radiação através da solução; 




1.4.2.2. Detetor de díodo (DAD) 
 
Existe uma grande diferença prática entre um detetor de comprimento de onda único ou múltiplo e 
um detetor de matriz de díodo de varrimento real. Para se desenvolver um método de HPLC ou para opera r 
num ambiente regulado, um tipo de detetor de UV/VIS de díodo (DAD) é geralmente a melhor escolha  
como detetor primário de HPLC. 
Um único detetor de comprimento de onda é de muito pouco valor no desenvolv imento do métod o 
HPLC. O principa l motivo para isso é o facto de um DAD poder sempre ser configurado para o varrim e n to 
de um interva lo de todos os comprimentos de onda prováve is, algo que um detetor único (ou multi -
comprimento de onda) não pode. 
Usando um único detetor de comprimento de onda para o método estudado, dificilmen te se saberá  
quais as amostras que estão presentes ou mesmo se o pico detetado é o correto. Os dados gerados por um 
DAD de configuração correta podem alertar para possíve is impurezas novas ou existentes, alterações no 




1.5.  Validação analítica 
 
Um dos princ ipa is requisitos em qualquer tipo de processo que envolva análises químicas é a 
obtenção de dados de qualidade que alcancem os objetivos propostos. Nesse sentido, a validação de  
métodos analíticos tem como objetivo garantir que a metodologia analítica seja exata, precisa , estáve l, 
reprodutíve l e flexíve l sobre uma faixa específica de uma substânc ia em análise . A validação de um 
método analítico confere uma garantia de qualidade operaciona l e de desempen ho analítico. Assim, é 
necessário garantir que as análises de rotina reproduzam valores consisten tes ao valor de referênc ia (LSS, 
2009). Através deste processo, pretende -se demonstra r que o método analítico em causa é adequado par a  
a análise da amostra a que vai ser sujeito. Mesmo sendo moroso, este processo é grande importânc ia pa ra  
a credibilidade do método analítico desenvolv ido (Taylor, 1987). 
Um método de ensaio é um processo que envolve manipulações suscetíve is de acumula rem erros 
(sistemáticos e/ou aleatórios), podendo assim, em algumas situações , alterar de forma significa tiva o va lor 
do resultad o final. É, por isso, fundamenta l que os labora tórios disponham de meios e critérios objetiv os , 
de forma a demonstra r através do processo de validação que os métodos internos de ensaio que executa m 
conduzem a resultados credíve is e adequados à qualidade pretendida . A validação é importante, não só 
para os laboratórios ou institu ições como para os clientes destes, na medida em que é fundamenta l saber 
selecionar o método que melhor se adapta a cada análise , assegurando a validade dos resultados (Le ite , 
2008). 
Resultados não fiáveis podem colocar em causa a metodolog ia e, consequentemente, a saúde do 
comprador. Desta forma, e para um controlo efetivo dos resultados e de modo a garantir a corre ta  
interpre tação e confiabilidade dos mesmos, o método analítico é sujeito a uma série de etapas de avaliaçã o , 




1.5.1. Métodos Analíticos 
 
1.5.1.1. Doseamen to 
 
O doseamento dos ativos e de outros componentes nas diferentes formas galénicas podem ser fe itos 
por diferentes métodos. A sua escolha deve ser criteriosa , sem falhas e deve gerar resultados fidedig n os . 
Deste modo, são considerados certos aspetos, como o tempo de análise do produto, o custo da utilizaç ã o 
desse método, a exatidão e a precisão. Consoante os dados gerados, a análise pode ser aproxima d a  
(indicando a quantidade de cada analíto na amostra ), parcial (determina n do alguns constitu intes da  
amostra ) ou comple ta (determina nd o a proporção de cada composto da amostra ). 
Na sua genera lidade, a industria farmacêutica utiliza métodos cromatográ ficos de doseamen to. Este  
tem como princ ipa l objetivo quantificar a substânc ia ativa presente na amostra  e apresenta como vantage n s  
uma grande sensibilidade , rapidez da análise e a possibilidade de aplicação do método em amostras de  





A dissolução foi desenvolvida de forma a avaliar a performance do medicamento em estudo, de  
forma sistematizada e reprodutíve l. Desta maneira , pode ser verificad o em que momento da digest ã o 
humana este se dissolve , como por exemplo, existem produtos que têm na sua forma um revestimento para  
que os ativos não se dissolvam no estômago. Assim, este ensaio serve para validar e comprovar a eficác ia  
do revestimento aplicado. 
Para o método analítico da dissolução, inicia lmen te , é necessário saber quais as condições de  
dissolução do produto em análise . Um aparelho de dissolução é constituído por copos de dissolução, um 
banho onde estão mergulhad os os copos, um motor ligado a um dispositiv o regulador de velocidade , uma 
haste giratória de aço inoxidáve l onde são, geralmente, usadas cestas ou pás que ficam submersas no meio 
de dissolução e agitam a mistura de maneira a dissolver a amostra estudada . 
Este método é utilizado para medir a quantidade de substânc ia ativa que é liberta no meio de  
dissolução, respeitan do as condições de dissolução do protocolo de análise: pás ou cestos, tempera tura do 
banho, quantidade e composição do meio de dissolução, tempo de dissolução e velocidade de agitação . 
Por ensaio é necessário estudar um número, previamente definido de amostras (comprim idos, cápsulas , 




1.5.1.3. Substânc ias Aparentadas 
 
No método de substânc ias aparentadas pretende -se quantifica r impurezas da substânc ia ativa  
presentes na amostra. As substânc ias aparentadas podem ter diferentes origens:  
➢ De síntese, quando se trata de impurezas que estão na origem da substânc ia ativa e que  
podem aparecer na sua análise em baixas concentrações; 
➢ Ou de degradação da substânc ia ativa durante o seu processo de fabrico e estabilidade . 
Os testes de stress são utilizados para determinar a reação da substânc ia ativa perante algum as 




1.5.1.4. Parâmetros de desempen ho analíticos 
 
 
As características a serem consideradas na validação de métodos analíticos são investigadas tendo 
em conta diversos parâmetros de desempen ho dos produtos, entre eles a especific idade , a linearidade, a 
exatidão, a precisão (repetibilidade do sistema, precisão interméd ia ), a robustez e a estabilidade das 
soluções. Estes parâmetros encontram-se descritos na International Conference on Harmonisation of 





A especific idade é a capacidade do método analítico em detetar o analíto (ou mais do que um) de  
interesse na presença de outros componentes da matriz  (Chasin et al., 1998; ICH, 2005). É utilizado para  
qualifica r um ou mais compostos específico indepen dente da matriz da amostra e das suas impurezas.  
Para as substânc ias aparentadas é necessário demonstra r a capacidade de seleção do método entre  
compostos com estruturas relacionadas que podem estar presentes. Isto deve ser confirmado pela obtenç ã o 
de resultados positiv os em amostras contendo o ativo, compara tivamente com resultados negativos obtid o s 





A linearidade correspon de à capacidade do método em fornecer resultados diretam e n te  
proporc iona is à concentração da substânc ia em análise , dentro de uma determinada gama de concentra ç õe s  
e pode ser determinada a partir da relação matemática entre a concentração da substânc ia ativa em soluçã o 
e o sinal do pico de substânc ia em estudo dada pelo sistema cromatográ fico (Ribani et. al, 2004) . 
Geralmen te , é obtida por uma equação da reta: 
➢ 𝑦 = 𝑎𝑥 + 𝑏 que é a curva de calibração. 
Usando o método matemático da regressão linear é possíve l estimar os coeficientes a (declive) e b  
(Y-inte rseção). Além destes, calcula-se o coeficiente de correlação r e o coeficien te de determinação r2 , 
que são parâmetros que permitem uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais próxim o s 
de 1,0, menor a dispersão do conjunto de pontos experimenta is e menor a incerteza dos coeficientes de  
regressão estimados. É recomenda do pela Farmacope ia Europe ia um coeficiente de correlação maior ou 
igual a 0,995. 
A relação linear descrita pela equação 𝑦 = 𝑎𝑥 + 𝑏 só é válida num determinad o interva lo de massa  
ou concentração da espécie medida (Ribani et al., 2004). A perda de linearidade é característica de cada  
técnica, ou seja, o cálculo dos coefic ientes de regressão de uma curva analítica deve ser acompanhad o de  
uma cuidadosa inspeção, para verifica r se todos os pontos a serem usados estão dentro da gama de  
linearidade correspondente (Ribani et. al, 2004). 
De modo a valida r a linearidade são realizados outros testes estatísticos. 
Para o cálculo do teste de correlação de Fisher (Fcalc ul a do =SI
2 /SR2 ), é necessário saber a variação tota l 
(T), a variação ao longo da regressão (I) e a variação residua l (R), para haver correlação entre os valores 
de concentração das amostras usados e os sinais obtidos e assim o método ser linear, F calculado deve se r 












Equação 1.2 Variação ao longo da regressão 
Em que: 
xij – concentração do padrão ij (mg/mL) 
xM  – concentração média (mg/mL) 
 
𝑆𝐼2 = 𝐼 
















Equação 1.4 Variação Total 
Em que: 
yij – área de pico (mAU.s) 
yM  – área média (mAU.s) 
 
𝑅 = 𝑇 − 𝐼 






Equação 1.6 Variância Residual 
 




Equação 1.7 Teste de correlação de Fisher 
 
 
A compatib ilidade do Y-inte rseção com o valor 0, é avaliada com o teste t student, em que o va lor 




















Equação 1.8 Teste t student de linearidade 
Em que:  
N - nº de repetições 
xi – concentração do padrão (mg/mL) 
yi – área do pico (mAU.s) 
xm – média da calibração (mg/mL) 






A exatidão de um método analítico traduz a proximidade do valor obtido experimenta lmente ao 
valor teórico. Este é validado no interva lo de concentrações estipulado na gama do trabalho. Um métod o 
diz-se exato se o erro sistemático (modulo do erro absoluto) for inferior ao interva lo de confiança estimad o .  
Este parâmetro é analisado após a especific idade e ter sido estabelec i do um interva lo de linearida d e .  
A análise é feita, com a preparação de uma ou três amostras de cada de três concentrações de padrão 
conhec ida s diferentes , baixa, média e alta, sendo estas injetadas três vezes cada.  
Após a análise é calculada a percentagem de recuperação do ativo, a partir da concentra çã o 
conhec ida de analíto presente na amostra , da área de ativo dada pelo sistema cromatográ fico e com base  
na calibração da gama da linearidade, daí ser a exatidão ao longo da linearidade  (Pereira , 2008). 
Para garantir a fiabilidade do método são estabelec idos limites para a percentagem de recupera çã o 
em torno da concentração de analíto a 100% como critério de aceitação. 
A compatibilidade do declive com o valor 1, é avalia do com o teste t student, em que o valor de t é 
calculado por: 
t = |𝑏 − 1| √
∑ (𝑥𝑖 + 𝑥𝑚)
2𝑁
𝑖 =1





Equação 1.9 Teste t student de exatidão 
 
Se t for inferior a t (N-2) da tabela no nível de confiança , a inclinação pode ser assumida  para te r 





A precisão é o parâmetro em que se testa a proximidade dos resultados obtidos, injetando várias 
amostras, preparadas de forma igual, de concentrações conhec idas (repetibilidade dos ensaios) ou uma só 
amostra injetada várias vezes (repetibilidade do sistema). Todas as medições são efetuadas com o mesmo 
procedimento, o mesmo analista , o mesmo equipamen to, no menor interva lo de tempo possíve l. É também 
realizado o ensaio de precisão intermédia , em que as medições são efetuadas com o mesmo procedime n to , 
no entanto são divididas em três grupos, nos quais se podem alterar um de três parâmetros : o dia do ensa io, 
o analista ou o equipamento utilizado. 
A repetibilidade pode ser determinada por meio da análise de padrões, com concentraç õ es 
conhec idas e pelo desvio padrão relativo (RSD) associado à média dos resultados obtidos. O limite de  
repetibilidade (r) é o valor máximo permitid o para a diferença absoluta entre dois ensaios obtidos em 
condições de repetibilidade , calculada para o nível de confiança de 97,5 % (Pereira , 2008). 



















Equação 1.11 Variância por grupo 
Em que: 
i - Grupo 













Equação 1.12 Variância da repetibilidade 
Em que: 














Equação 1.13 Variância inter-grupo 
 
𝑚𝑝 =







Equação 1.14 Média das médias dos grupos 
 
𝑆𝑅2 = 𝑆𝑟2 + 𝑆𝑔2  
















Limites de quantificação (LQ) 
 
O LQ, corresponde à menor concentração medida a partir da qual é possível quantificar a 
substância ativa em estudo, com exatidão e precisão. Este é tirado da reta da linearidade ou pelo S/N de 
concentrações menores do que a mais baixa da gama de linearidade e desta inclusive. A concentração 





A robustez de um método de ensaio é o parâmetro que verifica se este é sensíve l a pequen as 
alterações feitas, seja nas condições cromatográ ficas ou na preparação das amostras, que podem, por 
ventura , ocorrer na realização rotine ira do método. Este é robusto quando se mostra praticam e n te  
insensíve l perante estas variações (Pereira, 2008). Quanto maior for à robustez de um método, maior é a 
confiança desse relacionamen to à sua precisão. 
Como exemplo de grupos de robustez existe a alteração do fluxo de fase móvel a passar no sistema  
cromatográ fico, das proporções da fase móvel, da tempera tura da coluna ou mesmo na preparação da  





A estabilidade é o parâmetro que verifica por quanto tempo uma solução padrão ou amostra pode  
ser analisada sem perder as suas caraterísticas e sem influenc ia r os resultados.  
Uma solução é considerada estável até ao ponto em que os resultados diferem mais ou menos 2% 
da amostra ou padrão no tempo inicia l. Assim que este valor é ultrapassado verifica -se que a solução é 





1.6.  Substâncias Ativas 
1.6.1. Arteméte r 
 
O Arteméte r tem como fórmula molecula r C16H26 O5 e o seu peso molecula r é de 298,4 g / mol), a 
sua estrutura está representada na figura 1.2. Este é um análogo sintético da Artemisin ina , que costuma v a  
ser utilizada tradic iona lmente pelos chineses contra a malária . É muito solúve l em diclorometano e ace tona  
e solúve l em acetato de etilo e etanol desidra tado. O Arteméte r exibe maior atividade e é absorvido mais 
facilmente que outros derivados da Artemisinina , mas o seu mecanismo de ação pode envolver lesão da  
membrana do parasita por radicais livres ou alquilação covalente de prote ínas (Maheshbha i, 2012). 
 
 




A Lumefantrina tem como fórmula molecula r C30H32 Cl3 NO, a sua estrutura está representada na  
figura 1.3, outrora conhec ida como Benflumetol, e foi origina lmente sintetizada pela Academia de  
Ciênc ias Médicas Militares em Pequim, na década de 1970. Foi registada na China para uso antimalá r i c o 
em 1987. A Lumefantrina tem pouca solubilidade em água e óleos, é solúve l em dimetilformamida , ace ta to 
de etilo e diclorometano, e pouco solúve l em etanol e metanol (Maheshbha i, 2012). 
 






2. MATERIA IS E MÉTODO S 
 
De modo a verifica r e controla r a qualidade de um produto farmacêutico, é necessário fazer vários 
ensaios. No caso estudado nesta dissertação, foram validados os método s de doseamento e de dissolu çã o 
dos compostos ativos, tendo ainda sido desenvolv ido o método para substâncias aparentadas por HPLC. 
Para o produto analisado, apenas, o método de doseamento é comum aos dois ativos (Arteméter e 
Lumefantrina ) presentes no mesmo, logo, os outros dois métodos são validados para cada um, 
individua lmente , respeitando a International Conference on Harmonisation of Technical Requirements 
(ICH) (ICH, 2005). 
 
2.1.  Doseamento (Descrição do Método no Anexo A) 
 
O principa l objetivo no ensaio de Doseamento é quantificar as substâncias ativas presentes na  
amostra . Para este ensaio é necessário um detetor de diferentes comprimentos de onda (DAD), de modo a 
quantifica r e identifica r de forma correta os picos de ambos os ativos. 
2.1.1. Especificidade 
Injetar uma solução de solvente , uma solução de placebo, uma solução de padrão de Arteméte r, uma  
solução de padrão de Lumefantrina, uma solução padrão de trabalho e uma solução de matriz conforme a 
tabela 2.1: 










Solução Solvente + - - - 
Solução Placebo + 0,535 - - 
Solução Padrão de Arteméter + - 0,1 - 
Solução Padrão de Lumefantrina + - - 0,6 
Solução Padrão + - 0,1 0,6 
Solução Matriz + 0,535 0,1 0,6 
 
 




2.1.2. Linearida de 
 
Prepararam-se sete soluções padrão de concentração crescente de substânc ias ativas, cerca de 80%, 
85%, 95%, 100%, 105%, 115%, 120% do valor teórico, denominadas respetivamente por SI, SII, SIII, SIV, 
SV, SVI, SVII conforme descrito na tabela 2.2. Injetar cada solução padrão três vezes, aleatoriamente. 
 
Tabela 2.2. Composição das Soluções de Arteméter e de Lumefantrina - Doseamento 
Soluções de Arteméter 
e Lumefantrina 
SI SII SIII SIV SV SVI SVII 
Teor em substância 
ativa (% ) 
80 85 95 100 105 115 120 
Teor em Arteméter 
(mg/mL) 
0.080 0.085 0.095 0.10 0.105 0.115 0.120  
Teor em Lumefantrina 
(mg/mL) 
0.48 0.51 0.57 0.60 0.63 0.69 0.72 
 
2.1.3. Exatidão sobre o intervalo da linear idade 
Prepara ram-se três amostras de uma matriz com concentrações nos pontos extremos da gama de  
linearidade, 80%, 100% e 120%, do valor teórico da substânc ia ativa, como mostra a tabela 2.3. Injeta ra m -
se as soluções em triplicado e sequenc ia lmente.  
Tabela 2.3. Composição das soluções da exatidão - Doseamento 
Componente Matriz a 80%  Matriz a 100%  Matriz a 120%  
Concentração de Arteméter 
(mg/mL) 
0.080 0.100 0.115 
Concentração de 
Lumefantrina (mg/mL) 
0.480 0.600 0.720 
Concentração de Placebo 
(mg/mL) 
0.675 0.535 0.400 
 
2.1.4. Precisã o do Sistem a 
 
A  precisão do sistema foi determinada através  de seis injeções consecutivas  da  mesma solução 




2.1.5. Precisã o 
 
O estudo da precisão foi efetuado através da elaboração de três grupos segundo as difere nç as 
descritas na tabela 2.4. Em cada grupo, foi preparada uma solução padrão a 100%, posteriormente inje ta da  
seis vezes, e uma matriz a 100%, que foi injetada seis vezes. 
Tabela 2.4. Sequência de trabalho da precisão 
 Dia de Trabalho Operador Equipamento 
Grupo 1 1º Operador 1 1 
Grupo 2 2º Operador 2 1 
Grupo 3 3º Operador 1 2 
 
2.1.6. Robustez 
No ensaio da Robustez , apresenta ram-se duas soluções. Entre elas apenas foi alterada a prepara çã o 
do solvente A, dando origem a nove grupos de robustez, alterando-se a tempera tura da coluna , o pH do 
tampão, as proporções da fase móvel e o fluxo da fase móvel no sistema cromatográ fico. 
 
2.1.7. Estabilidade 
Foram preparadas soluções amostra e padrão da maneira descrita no método de análise e colocad as 
em vials necessários para o estudo do teste de estabilidade . Para cada “tempo” testado, injeta ram-se seis 
injeções de padrão e três injeções de amostra , uma de cada vial, e uma injeção de solução padrão de  
verificação. O “tempo - 0 horas” foi determinado 1 hora após a preparação das soluções. 
A estabilidade das soluções foi testada nos seguintes tempos aproximados: 
➢ 0 horas com tempera tura ambiente no amostrador 
➢ 10 horas com tempera tura ambiente no amostrador 
➢ 20 horas com tempera tura ambiente no amostrador 





O objetivo princ ipa l do método da dissolução é garantir que os ativos presentes no comprim id o 
dissolvem nas condições indicadas no método de análise. Neste caso, a análise de cada ativo foi feita  
individua lmente , dado que cada um tem as suas condições de dissolução e cromatográ ficas. 
2.2.1. Dissolução Arteméter (Descrição do Método no Anexo B) 
2.2.1.1. Especificidade 
Injetou-se uma solução de solvente (meio de dissolução), uma solução de placebo, uma solução de  
padrão e uma solução de matriz, conforme o esquema da tabela 2.5. Para preparar as soluções, utilizo u - se  
o equipamento de dissolução. 
 








Arteméter (mg)  
Comprimido 
(un) 
Solução solvente 1000 _ _ _ - 
Solução Placebo 1000 107.0 120.0 _ - 
Solução padrão a 
100%  de 
Arteméter 




1000 107.0 120.0 20.0 - 
Solução matriz 
com comprimido 
1000 - - - 1 
 
2.2.1.2. Linearida de 
Prepararam-se sete soluções padrão de concentração crescente de Arteméte r, cerca de 20%, 40%, 
60%, 80%, 90%, 100%, 110% do valor teórico, denominadas respetivamente por SI, SII, SIII, SIV, SV, 




Tabela 2.6. Composição das Soluções de Arteméter – Dissolução 
Soluções de Artem éter 
Teor em substânc ia ativa (%) 























2.2.1.3. Exatidão sobre o intervalo da linear idade 
Prepara ram-se três amostras de uma matriz com concentrações aproximadas a 60%, 80% e 100% 
do valor teórico da substânc ia ativa, seguind o a literatura o valor centra l é 80%. Para prepara r a matriz , 
foram utilizados os dados da tabela 2.7 e o equipamento de dissolução. 
Tabela 2.7. Composição das soluções da exatidão de Arteméter – Dissolução 
Componente Matriz a 60% Matriz a 80%  Matriz a 100%  
Meio de Dissolução                 
(mL) 
1000 1000 1000 
Concentra çã o de Artemét er 
(mg/mL) 
0.012 0.016 0.020 
Concentra çã o de Lumefantrin a 
(mg/mL) 
0.120 0.120 0.120 
Concentra çã o de Placebo 
(mg/mL) 
0.115 0.111 0.111 
 
2.2.2. Precisã o do Sistem a 
 
A  precisão do sistema foi determinada através  de seis injeções consecutivas  da  mesma solução 




2.2.2.1. Precisã o 
 
O estudo da precisão foi efetuado através da elaboração de três grupos, de acordo com as difere nç as 
descritas na tabela 2.8. Em cada grupo foi preparada uma solução padrão a 100%, que foi injetada seis 
vezes. 
Tabela 2.8. Sequência de trabalho da precisão 
 Dia de Trabalho Operador Equipament o 
Grupo 1 1º Opera do r 1 1 
Grupo 2 1º Opera do r 2 2 




Para a robustez do método de dissolução, prepara ram-se três amostras como descrito anteriorm e n te  
no ensaio da precisão. Foram, posteriormente, realizados dez grupos de trabalho, onde em cada um foi 
injetado seis vezes o padrão e injetado uma vez em cada amostra por grupo. Em cada um destes grup os 
foi alterada, à vez, uma das condições cromatográ ficas, de preparaç ão dos padrões e amostras aplicad as 
ao método da dissolução (tempera tura da coluna, fluxo, composição da fase móvel e filtros usados). 
 
2.2.2.3. Estabilidade 
Foram preparadas soluções amostra e padrão da maneira descrita no método de análise e colocad as 
em vials necessários para o estudo do teste de estabilidade. Para cada “tempo” testado injeta ram -se seis  
injeções de padrão e três injeções de amostra, uma de cada vial e uma injeção de solução padrão de  
verificação. O “tempo - 0 horas” foi determinado 1 hora após a preparação das soluções. 
A estabilidade das soluções foi testada nos seguintes tempos aproximados: 
➢ 0 horas com tempera tura ambiente no amostrador 
➢ 10 horas com tempera tura ambiente no amostrador 
➢ 20 horas com tempera tura ambiente no amostrador 




2.2.3. Dissolução Lumefantrina (Descrição do Método no Anexo C) 
2.2.3.1. Especificidade 
Injetou-se uma solução de solvente, uma solução de placebo, uma solução de padrão e uma soluçã o 
de matriz, como está representado na tabela 2.9. Para preparar as soluções, utilizou-se o equipamento de  
dissolução. 













Comprim id o 
(un) 
Solução solvente 1000 _ _ _ - 
Solução Placebo 1000 107.0 20.0 _ - 
Solução padrão a 
100% de 
Lumefantr ina 
1000 _ _ 120.0 - 
Solução matriz 
preparada 
laboratoria lment e 
1000 107.0 20.0 120.0 - 
Solução matriz com 
comprimido 
1000 - - - 1 
 
2.2.3.2. Linearida de 
 
Prepara ram-se sete soluções padrão de concentração crescente de substânc ias ativas, cerca de 20%, 
40%, 60%, 80%, 90%, 100%, 110% do valor teórico, denominadas respetivamente por SI, SII, SIII, SIV, 
SV, SVI, SVII conforme descrito na tabela 2.10. 
Cada solução padrão foi injetada três vezes, aleatoriamen te. 
Tabela 2.10. Composição das Soluções de Lumefantrina - Dissolução 
Soluções Lumefantr in a SI SII SIII SIV SV SVI SVII 
Teor em substância activa 
(%) 
20 40 60 80 90 100 110 
Teor em Lumefantr ina 
(mg/mL) 





2.2.3.3. Exatidão sobre o intervalo da linear idade 
Prepara ram-se três amostras de uma matriz com concentrações aproximadas a 60%, 80% e 100% 
do valor teórico da substânc ia cativa, devido ao valor central de dissolução ser 80%. Para prepara r a matriz , 
utiliza ram-se os dados da tabela 2.11 e o equipamen to de dissolução. 
Coloco u-se 1000mL de meio de dissolução em 3 copos. Quando a tempera tura atingiu os 37ºC +/- 
0.5ºC, puseram-se as quantidades de padrão de Arteméte r, Lumefantrina e placebo indicadas no quadr o  
abaixo. Colocou-se o equipamento em funcionamento nas condições descritas e passados 45 minuto s 
retirou-se uma parte da solução e filtrou-se com filtro PVDF 0.45m. 
Estas soluções foram lidas em triplicad o, sequenc ia lmente, estão na tabela abaixo . 
Tabela 2.11. Composição das soluções da exatidão de Lumefantrina – Dissolução 
Component e Matriz a 60%  Matriz a 80%  Matriz a 100%  
Meio de Dissolução                   
(mL) 
1000 1000 1000 
Concentra çã o de Lumefantr in a 
(mg/mL) 
0.072 0.096 0.120 
Concentra çã o de Arteméter 
(mg/mL) 
0.020 0.020 0.020 
Concentra çã o de Placebo    
(mg/mL) 
0.155 0.131 0.107 
 
2.2.3.4. Precisã o do Sistem a 
 




2.2.3.5. Precisã o 
 
O estudo da precisão foi efetuado através da elaboração de três grupos, segundo as difere nç as 
descritas na tabela 2.12. Para cada grupo foi preparada uma solução padrão a 100%, que foi injetada seis 
vezes. 
Tabela 2.12. Sequência de trabalho da precisão 
 Dia de Trabalho Operador Equipament o 
Grupo 1 1º Opera do r 1 1 
Grupo 2 1º Opera do r 2 2 




Para a robustez do método de dissolução foram preparadas três amostras como desc rit o 
anteriormente no ensaio da precisão. Foram então, poste riormente, realizados dez  grupos de traba lh o , 
tendo sindo injetado seis vezes em cada um o padrão e uma vez em cada amostra por grupo. Em cada um 
destes grupos foi alterada , à vez, uma das condições cromatográ ficas, de preparação dos padrões e 




Foram preparadas soluções amostra e padrão da maneira descrita no método de análise e colocad as 
em vials necessários para o estudo do teste de estabilidade . Para cada  “tempo” testado, injeta ram-se seis  
injeções de padrão e três injeções de amostra, uma de cada vial e uma injeção de solução padrão de  
verificação. O “tempo - 0 horas” foi determinado 1 hora após a preparação das soluções. 
A estabilidade das soluções foi testada nos seguintes tempos aproximados: 
➢ 0 horas com tempera tura ambiente no amostrador 
➢ 10 horas com tempera tura ambiente no amostrador 
➢ 20 horas com tempera tura ambiente no amostrador 





2.3. Substâncias Aparentadas 
 
O ensaio das substânc ias aparentadas foi desenvolvido com base nas normas de análise de maté ria -
prima correspon dente a cada ativo, de modo a haver uma análise cromatográ fica por HPLC, pois na norma  
de análise do medicamento a ser validado, o método das substâncias aparentadas é feito por cromatogra f ia  
de camada fina. Com este método analítico alterado espera-se obter uma maior facilidade na pesquisa de  
impurezas e melhor deteção e quantificação das mesmas. 
Devido à dificuldade em adquirir as quantidades necessárias de impurezas conhecidas para a 
validação do método das substânc ias aparentadas, foi usada substânc ia ativa nas concentrações descrita s 
no método analítico. 
2.3.1. Substâncias Aparentadas de Arteméter (Descrição do Método no Anexo D) 
2.3.1.1. Especificidade 
Injetou-se uma solução de solvente, uma solução de placebo, uma solução de padrão de Artemé te r, 
de Dihidroartemesinina e alfa-arteméter e uma solução de matriz, conforme a tabela 2.13. 








Dihidroa rt em esinina 
(mg/mL) 
α-Artem ét er 
(mg/mL) 
Comprim id os 
(un) 
Solução solvente _ _ _ - - - 
Solução Placebo 0.268 0.300 _ - - - 
Solução padrão de 
Artemét er 
_ _ 0.050   - 
Solução padrão de 
Dihidroa rt em esinina 
   0.5   
Solução padrão de 
α-Artem ét er 
    0.5  
Solução SST   10 0.01 0.015 - 





2.3.1.2. Testes de Stress 
Os testes de stress são executados com a intenção de expor a amostra a condições extremas. A 
amostra é colocada em meio ácido e alcalino, é oxidada com peróxido de Hidrogénio (H 2O2 ), é exposta a 
radiação ultraviole ta e é sujeita a degradação térmica de modo a ser degradada, com o objetivo de ava lia r 
as possíve is degradações que possam aparecer na amostra em estudo. 
Esta avaliação foi efetuada pelo método HPLC das substânc ias aparentadas para Arteméte r com 
base nas normas de análise da matéria-prima, de modo a verifica r as degradações nas diferentes condiç õ es 
de stress em estudo. 
 
2.3.1.3. Linearida de 
 
Prepararam-se sete soluções padrão de concentração crescente de substânc ias ativas, cerca de 0,05 %, 
0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,5%, 1,0%, 1,5% do valor teórico, denominadas respetivamente por SI, SII, SIII, SIV, 
SV, SVI, SVII, conforme descrito na tabela 2.14. 
Cada solução padrão foi injetada três vezes, aleatoriamente. 
Tabela 2.14. Composição de soluções de Arteméter 
Soluções de Artemét er SI SII SIII SIV SV SVI SVII 
Teor em substância 
activa (%) 
0,05 0,10 0,20 0,30 0,50 1,00 1,50 
Teor em Artemét er 
(mg/mL) 





2.3.1.4. Exatidão sobre o intervalo da linear idade 
Prepara ram-se três amostras de uma matriz com concentrações aproximadas a 0,2%, 0,3% e 1,5% 
do valor teórico da substânc ia ativa, porque a concentração limite de impurezas é 0,3%. 
Estas soluções foram lidas em triplicado, sequenc ia lmente , e a suas composições estão descritas na  
tabela 2.15. 
 
Tabela 2.15. Composição das matrizes da exatidão de Arteméter – Substâncias Aparentadas 
Component e Matriz a 0,2%  Matriz a 0,3%  Matriz a 1,5%  
Concentra çã o de Arteméter 
(mg/mL) 
0,020 0,030 0,15 
Concentra çã o de Lumefantr in a 
(mg/mL) 
0,120 0,180 0,900 
Concentra çã o de Placebo  
(mg/mL) 
0,110 0,160 0,830 
 
2.3.1.5. Precisã o do Sistem a 
 
A precisão do sistema foi determinada através de seis injeções consecutivas da solução padrão. 
 
2.3.1.6. Precisã o 
 
O estudo da precisão foi efetuado através da elaboração de três grupos, com as diferenças descrit a s 
na tabela 2.16. Em cada grupo foi preparada uma solução padrão a 100%, que foi injetada seis vezes. 
Para cada grupo fez-se uma solução amostra na mesma concentração que foi injetada seis vezes no 
sistema cromatográ fico. 
Tabela 2.16. Sequência de trabalho da precisão 
 Dia de Trabalho Operador Equipament o 
Grupo 1 1º Opera do r 1 1 
Grupo 2 2º Opera do r 2 2 





2.3.1.7. Limite de Quantificação 
 
O limite de quantificação foi determinad o pelo estudo da linearidade e pela análise da repetibili d a de  
do sistema de uma solução com concentração conhec ida de 0,05%, mas devido ao ruido não foi possíve l 




Para a robustez do método das Substânc ias Aparentadas, foram preparadas três amostras como 
descrito anteriormente no ensaio da precisão. Posteriormente, foram realizados quatro grupos de traba lh o , 
onde em cada um foi injetado seis vezes o padrão e uma vez cada amostra por grupo. Em cada um destes 
grupos foi alterada , à vez, uma das condições cromatográficas, de preparação dos padrões e amostr as 




2.3.2.  Substâncias Aparentadas de Lumefantrina (Descrição do Método no Anexo E) 
2.3.2.1. Especificidade 
 
Injetou-se uma solução de solvente , uma solução de placebo, uma solução de padrão de Lumefant r i na  
e uma solução de matriz conforme a tabela 2.17. 
 












Comprim id os 
(un.) 
Solução solvente _ _ _ - - - 
Solução Placebo 0.90 0.17 _ - - - 
Solução padrão de 
Lumefantr ina 
_ _ 1.00   - 
Solução padrão de 
Epóxido 
   0.10   
Solução padrão de 
DDFE 
    0.10  
Solução SST   0.50 0.0005 0.0005 - 
Solução Amostra - - -   1 
 
 
2.3.2.2. Testes de Stress 
Os testes de stress são executados com a intenção de expor a amostra a condições extremas. A 
amostra é colocada em meio ácido e alcalino, é oxidada com peróxido de Hidrogénio (H 2O2 ), é exposta a 
radiação ultraviole ta e é sujeita a degradação térmica de modo a ser degradada, com o objetivo de ava lia r 
as possíve is degradações que possam aparecer na amostra em estudo. 
Esta avaliação foi efetuada pelo método HPLC das substânc ias aparentadas para Lumefantrina com 
base nas normas de análise da matéria-prima, de modo a verifica r as degradações nas diferentes condiç õ es 





3. APRESENTAÇÃO E DISCUSSÃO DE RESULTADO S 
 
3.1.   Doseamento 
 
 
3.1.1.  Especific idade 
3.1.1.1. Crité rios de aceitação 
A presença de picos no solvente ou fase móvel e outros compostos do placebo não deve interfe r i r 




Em seguida estão os cromatogramas com os dois comprimentos de onda onde se distinguem melhor 
os picos de ativo (380nm em cima, 210nm em baixo) , representados da figura 3.1 à 3.6. 






Figura 3.2. Cromatograma placebo. Em cima: 380 nm; em baixo: 210 nm 
 
 






Figura 3.4. Cromatograma padrão de Lumefantrina. Em cima: 380 nm; em baixo: 210 nm 
 
 





Figura 3.6. Cromatograma matriz. Em cima: 380 nm; em baixo: 210 nm  
 
3.1.1.3.  Conclusão 
Concluiu-se que os picos de solvente , fase móvel e placebo não interfe rem na análise dos picos dos 
ativos, cumprindo os critérios de aceitação. No comprimento de onda mais elevado (380nm), o pico de  
Arteméte r não é detetado, ao contrário do pico de Lumefantrina que é detetado em ambos os comprime n to s 
de onda, sendo apenas quantificado no maior comprimento de onda, devido à  interferênc ia de compo sto s  
no mais baixo. Isto acontece porque cada ativo tem um comprimento de onda de ótima absorção, ou seja , 
tem um comprimento de onda onde é detetado e lido mais facilmente. Os comprimentos de onda onde estes 
ativos devem ser lidos estão descritos na lista Drug Master Files.  
37 
 
3.1.2. Linearida de 
3.1.2.1. Crité rios de aceitação: 
➢ O coeficiente de correlação, r ≥ 0.995 
➢ Correlação entre a concentração do ativo e os sinais obtido (F calcu a do ≥ Ftabela do ) 
➢ Compatibilidade do valor de Y- interceção com o valor 0 (tcalc u ad o ≤ ttabela do ) 
 
3.1.2.2. Resultados Arteméte r 
Com auxílio do software VALIDATIO N MANAGER 3, trataram-se os dados apresentados nas tabe la s 
3.1 para arteméte r e 3.4 para lumefantrina, individua lmente por ativo, utilizando diferentes testes 
estatísticos. 
Tabela 3.1. Concentração das soluções e Áreas obtidas da Linearidade de Arteméter - Doseamento 
































De acordo com a equação da reta da linearidade y=mx+b obtiveram -se os gráficos apresentados nas 












































Figura 3.8. Distribuição de resíduos da linearidade de Arteméter – Doseamento  
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Tabela 3.2. Análise de variância da Linearidade de Arteméter - Doseamento 
Nível de Confiança 97,50 
t Student 2,093 
Y interceção -1,17 
Declive 409,83 
Coeficiente de correlação (r) 0,997 
Coeficiente de determinação (r2) 0,993 
Variância consoante a regressão (SI2) 509,41 
Variância residual (SR2) 0,19 
Somatório dos quadrados residual 3,58 
 
 
Tabela 3.3.Testes estatísticos da linearidade de Arteméter - Doseamento 
Teste de Correlação de Fisher 
Nível de confiança 97,50 
Graus de Liberdade (1,  2) 1,  19 
F tabelado 8,070 
F calculado 2706,474 
Compatibilidade entre Y interceção e o valor 0 
Nível de confiança 97,50 
Graus de Liberdade 19 
t tabelado 2,093 





3.1.2.3. Resultados Lumefantrina 
Tabela 3.4. Concentração das soluções e Áreas obtidas da Linearidade de Lumefantrina - Doseamento 
Linearidade 



































De acordo com a equação da reta da linearidade y=mx+b obtiveram -se os gráficos apresentados nas 























Figura 3.9. Curva de calibração da linearidade da Lumefantrina - Doseamento 
 
 





Tabela 3.5. Análise de variância da linearidade da Lumefantrina - Doseamento 
Nível de Confiança 97,50 
t Student 2,093 
Y interceção 17,77 
Declive 4063,11 
Coeficiente de correlação (r) 0,999 
Coeficiente de determinação (r2) 0,999 
Variância consoante a regressão (SI2) 2,41e+6 
Variância residual (SR2) 178,06 
Somatório dos quadrados residual 3383,13 
 
 
Tabela 3.6. Testes estatísticos da linearidade da Lumefantrina - Doseamento 
Teste de Correlação de Fisher 
Nível de confiança 97,50 
Graus de Liberdade (1,  2) 1,  19 
F tabelado 8,07 
F calculado 1,35e+4 
Compatibilidade entre Y interceção e o valor 0 
Nível de confiança 97,50 
Graus de Liberdade 19 
t tabelado 2,093 





Obteve -se correlação entre os valores de concentração das amostras em estudo e os sinais obtid os 
pelo sistema cromatográ fico e existe dispersão linear. Concluiu -se que o método é linear para os dois ativos 






3.1.3. Exatidão sobre o intervalo da linear idade 
 
3.1.3.1. Crité rios de aceitação 
 
➢ A percentagem de recuperação deve ser entre os 98% - 102% para todos os níveis de  
concentração. 
➢ Interva lo de confiança de 97.5% 
 
3.1.3.2. Resultados Arteméte r 
 
Com a ajuda do software VALIDATION MANAGER 3, trataram-se os resultados de forma individ ua l 
por ativo, usando os dados das concentrações e áreas e os diferentes testes estatísticos, apresentados nas 
tabelas 3.7 e 3.10 para o arteméte r e a Lumefantrina , respetivamente . 
 
Tabela 3.7. Concentrações, Áreas e Recuperação média das soluções usadas para o estudo da exatidão de 
Arteméter - Doseamento 

















De acordo com a equação da reta da linearidade y=mx+b obtiveram -se os gráficos apresentados nas 





























Tabela 3.8. Análise de variância da exatidão de Arteméter - Doseamento 
Nivel de Confiança 97,50 
t Student 2,365 
Y interceção 1,93e-03 
Declive 0,99 
Coeficiente de correlação (r) 0,998 
Coeficiente de determinação (r2) 0,997 
Variância consoante a regressão (SI2) 1,81e-03 
Variância residual (SR2) 8,32e-07 
Somatório dos quadrados residual 5,82e-06 
 
 
Tabela 3.9. Testes estatísticos da exatidão de Arteméter - Doseamento 
Teste de Correlação de Fisher 
Nível de confiança 97,50 
Graus de Liberdade (1,  2) 1,  7 
F tabelado 8,070 
F calculado 2179,761 
Compatibilidade entre declive e o valor 1 
Nível de confiança 97,50 
Graus de Liberdade 7 
t tabelado 2,365 
t calculado 0,539 
Compatibilidade entre Y interceção e o valor 0 
Nível de confiança 97,50 
Graus de Liberdade 7 
t tabelado 2,365 





3.1.3.3. Resultados Lumefantrina 
 
Tabela 3.10. Recuperação média da exatidão de Lumefantrina - Doseamento 















De acordo com a equação da reta da linearidade y=mx+b obtiveram -se os gráficos apresentados nas 
figuras 3.13 e 3.14 e os testes estatísticos nas tabelas 3.11 e 3.12. 
 
 










Tabela 3.11. Análise de variância da exatidão de Lumefantrina - doseamento 
Nível de Confiança 97,50 
t Student 2,365 
Y interceção 6,38e-03 
Declive 0,99 
Coeficiente de correlação (r) 0,999 
Coeficiente de determinação (r2) 0,999 
Variância consoante a regressão (SI2) 8,16e-02 
Variância residual (SR2) 3,96e-06 






Tabela 3.12.Testes estatísticos da exatidão de Lumefantrina - doseamento 
Teste de Correlação de Fisher 
Nível de confiança 97,50 
Graus de Liberdade (1,  2) 1,  7 
F tabelado 8,07 
F calculado 2,06e+4 
Compatibilidade entre declive e o valor 1 
Nível de confiança 97,50 
Graus de Liberdade 7 
t tabelado 2,365 
t calculado 2,33 
Compatibilidade entre Y interceção e o valor 0 
Nível de confiança 97,50 
Graus de Liberdade 7 
t tabelado 2,365 
t calculado 1,527 
 
3.1.3.4. Conclusã o 
A percentagem de recuperação está dentro do interva lo descrito nos critérios de aceitação , existe  
compatibilidade do Y intersecção com o valor 0 e existe compatib ilidade do declive com o 1, então 




3.1.4. Precisã o do Sistem a 
 
3.1.4.1. Crité rios de aceitação 




Nas tabelas 3.13 e 3.14 estão apresentad os os resultad os obtidos para a Repetibilidade do Siste ma  
para o método de Doseamento. 
 
Tabela 3.13. Resultados da Repetibilidade do Sistema para Arteméter - Doseamento 











Tabela 3.14. Resultados da Repetibilidade do Sistema para Lumefantrina - Doseamento 
Injeção Área de Padrão (mAU.s) 
1 2363,8 7 
2 2365,1 0 
3 2364,5 3 
4 2364,2 8 
5 2364,6 7 
6 2364,5 2 




A partir dos resultados obtidos, garante-se a precisão do sistema para ambos os ativos , uma vez que  
estes cumprem os critérios de aceitação.  
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3.1.5. Precisã o 
 
3.1.5.1. Crité rios de aceitação 
 
➢ Coefic iente de variação de repetibilidade (n=6) ≤ 3% 




3.1.5.2. Resultados Arteméte r 
Em seguida , apresentam-se os testes estatísticos aplicados ao ensaio da precisão, representados nas 
tabelas 3.15 e 3.16 para arteméte r e 3.17 e 3.18 para lumefantrina . De modo a saber a concentração obtida  
em cada amostra, efetuou-se uma calibração para cada grupo da precisão com seis injeções de padrão, 
usando a concentração real do padrão: 













Equação 3.1. Concentração real de padrão de Arteméter 
Em que: 
Qp: Peso do padrão (mg) 
P: Potênc ia do padrão (decimais) 




Tabela 3.15. Quantidade em mg/comp teórico vs obtido para Arteméter - Doseamento 
























Tabela 3.16. Análise de variância da precisão de Arteméter – Doseamento 
Nível de Confiança 97,50 
Graus de liberdade 17 
t tabelado 2,110 
Valor Médio 19,98 
Intervalo de variação (%) 1,12 
Variância da repetibilidade (Sr2) 0,13 
Variância da precisão intermédia (SR2) 0,20 
Coeficiente de variação de repetibilidade 1,79 




3.1.5.3. Resultados Lumefantrina 
Para a Lumefantrina , a concentração real do padrão foi determinada por: 













Equação 3.2. Concentração real de padrão de Lumefantrina 
Em que: 
Qp: Peso do padrão (mg) 
P: Potênc ia do padrão (decimais) 




Tabela 3.17. Peso da amostra vs peso obtido para Lumefantrina – Doseamento 


























Tabela 3.18. Análise de variância da precisão de Lumefantrina – Doseamento 
Nível de Confiança 97,50 
Graus de liberdade 17 
t tabelado 2,110 
Valor Médio 120,05 
Intervalo de variação (%) 1,04 
Variância da repetibilidade (Sr2) 2,97 
Variância da precisão intermédia (SR2) 6,25 
Coeficiente da variação de repetibilidade 1,43 




Todos os resultados obtidos são válidos para a precisão de ambos os ativos, cumprindo  com os 
critérios de aceitação. 
 
3.1.6. Robustez 
3.1.6.1. Crité rios de aceitação 
Os resultados do doseamento não devem diferir mais de ± 2.0% do resultado obtido com as 
condições descritas no método (Gn-G1 ≤ ± 2.0%). 
 
3.1.6.2. Resultados 
Para o cálculo da Percentagem de Doseamento foi usada a equação 3.3: 




















Ax: Área do pico do arteméte r no cromatogram a da solução amostra ao fim de 3 horas 
Ap: Média das áreas das 6 injeções da solução padrão  
Qp: Quantidade de padrão (mg) 
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Qp: Quantidade de amostra (mg) 
P: Potênc ia do padrão (decimais)  
H: Humidade do padrão (%) 
 
Nas tabelas 3.19 e 3.20, encontram-se os resultados obtidos dos ensaios da Robustez para arteméte r 
e Lumefantrina , respetivamente. As figuras 3.15 e 3.16 referem-se aos cromatogramas obtidos das injeçõ es 
feitas com as amostras do grupo 1 e 7, respetivamente . 
 
Tabela 3.19. Resultados de robustez para Arteméter – Doseamento 
  
G Modificações 








1 S/ Modificação 0,35 4,15 99,67 _ 
2 Temperatura 30ºC 0,41 4,01 99,91 0,2 
3 Fluxo 0,8mL/min 0,39 5,19 99,63 0,0 
4 Fluxo 1,2mL/min 0,39 3,48 100,21 0,5 
5 Tampão pH 2.1/ ACN (25:75) 0,47 4,25 98,67 -1,0 
6 Tampão pH 2.5/ ACN (25:75) 0,57 4,27 99,53 -0,1 
7 Tampão pH 2.3/ ACN (30:70) 0,25 5,09 99,54 -0,1 
8 Tampão pH 2.3/ ACN (20:80) 0,30 3,44 99,74 0,1 
9 
Solvente Tampão/ Água/ 1-propanol/ 
Acetronitrilo (100:30:100:270) 
0,29 4,18 101,20 1,5 
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1 S/ Modificação 0,02 2,80 99,16 _ 
2 Temperatura 30ºC 0,14 2,74 99,22 -0,5 
3 Fluxo 0,8mL/min 0,08 3,50 99,50 -0,1 
4 Fluxo 1,2mL/min 0,07 2,36 99,40 -0,2 
5 Tampão pH 2.1/ ACN (25:75) 0,12 2,95 98,30 -1,4 
6 Tampão pH 2.5/ ACN (25:75) 0,03 3,08 98,60 -1,1 
7 Tampão pH 2.3/ ACN (30:70) 0,02 3,81 99,10 -0,5 
8 Tampão pH 2.3/ ACN (20:80) 0,22 2,21 100,20 0,5 
9 
Solvente Tampão/ Água/ 1-
propanol/ Acetronitrilo 
(100:30:100:270) 








Os resultados obtidos cumprem os critérios de aceitação, podendo confirmar-se que não há  
diferenças significa tivas entre as amostras analisadas nas várias condições testadas, considerou-se, assim, 
que o método de doseamen to é robusto para ambos os ativos. Existe apenas uma variação dos tempos de  
retenção dos ativos entre grupos (ver cromatogramas acima), onde o tempo de retenção de ambos os ativos 
aumenta cerca de 1 minuto do grupo 1 para o grupo 7, devido à alteração das proporções da fase móve l, 
havendo uma diminu ição na quantidade de orgânico (acetonitrilo) que retarda a saída do pico de ativo. O 
mesmo acontece quando se diminui o fluxo de fase móvel no sistema cromatográ fico.  Esta variaçã o 





3.1.7.1. Crité rios de aceitação 
Os resultados do doseamento dos vários tempos testados não devem diferir mais de ± 2.0% do 
resultado obtido com o tempo 0 horas (Gn-G1 ≤ ± 2.0%). O último valor de doseamento dentro do inter va lo 




Nas tabelas 3.21 e 3.22, consolidam-se os resultados obtidos do ensaio de estabilidade das soluç õe s 
para ambos os ativos. 
 
Tabela 3.21. Resultados de estabilidade para Arteméter – Doseamento 
Tempo 
(hora) 
RSD do Padrão (% ) 
Área Média Padrão 
(mAU.s) 






0 0,89 67452,00 66200,67 99,13 - 
10 1,02 69245,50 66795,33 97,43 -1,70 
20 1,55 68744,17 66143,33 97,18 -1,90 
30 1,57 66940,00 65043,33 98,14 -1,00 
 
 
Tabela 3.22. Resultado de estabilidade para Lumefantrina – Doseamento 
Tempo 
(hora) 
RSD do Padrão 
(% ) 
Área Média Padrão 
(mAU.s) 






0 0,46 2275501,67 2196045,00 99,78 - 
10 0,33 2306493,33 2210112,00 99,07 -0,71 
20 0,29 2328614,17 2223040,33 98,70 -1,08 





Com base nos resultad os obtidos, verifica-se que os critérios de aceitação foram cumpridos e que  









3.2.1.  Dissolução Arteméter 
3.2.1.1. Especificidade 
3.2.1.1.1. Crité rios de aceitação 
 




De seguida , apresentam-se os cromatogramas obtidos (figuras 3.17 à 3.21), correspondentes às 
injeções feitas no sistema cromatográ f ico, com o ensaio da especific idade. 
 


















Figura 3.20. Cromatograma matriz da especificidade de Arteméter – Dissolução 
 
 




Pela análise dos cromatogramas das soluções injetadas, concluiu-se que não há interfe re n t es 
com o mesmo tempo de retenção do pico de ativo e que o pico do outro ativo (Lumefantrina) não aparece  




3.2.1.2. Linearida de 
3.2.1.2.1. Crité rios de aceitação 
➢ O coeficiente de correlação, r ≥ 0,995 
➢ Correlação entre a concentração do ativo e os sinais obtido (Fcalcu a do ≥ Ftabela do ) 
➢ Compatibilidade do valor de Y- interceção com o valor 0 (tcalc u ad o ≤ ttabela do ) 
3.2.1.2.2. Resultados 
Com auxílio do software VALIDATIO N MANAGER 3, foram tratados os dados apresentados na  
tabela 3.23 e realizados os diferentes testes estatísticos, conforme as tabelas 3.24 e 3.25. 
 
Tabela 3.23. Concentração das soluções e Áreas obtidas da Linearidade de Arteméter - Dissolução 

































De acordo com a equação da reta da linearidade y=mx+b obtiveram -se os gráficos apresentados nas 
figuras 3.22 e 3.23. 
 
 
Figura 3.22. Curva de calibração da linearidade de Arteméter – Dissolução 
 
 
Figura 3.23. Distribuição de resíduos da linearidade de Arteméter – Dissolução  
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Tabela 3.24. Análise de variância da linearidade de Arteméter – Dissolução 
Nível de Confian ç a 97,50 
t Student 2,093 
Y interc e çã o -568,55 
Decl ive 7,99e+ 8 
Coeficie nte de correla ç ão (r) 0,995 
Coeficie nte de determin a çã o (r2) 0,991 
Variâ ncia consoa nte a regre ssão (SI2 ) 3,33e+ 8 
Variâ ncia residu al (SR2 ) 1,62e+ 5 




Tabela 3.25. Testes estatísticos da linearidade de Arteméter – Dissolução 
Teste de Correla ção de Fisher 
Nível de confia nç a 97,50 
Grau s de Liberd a de (1,   2) 1,    19 
F tabela d o 5,920 
F calcula do 2054,7 10 
Compatibilid ad e entre Y interceçã o e o valor 0 
Nível de confia nç a 97,50 
Grau s de Liberd a de 19 
t tabela do 3,660 
t calculad o 3,249 
 
3.2.1.2.3. Conclusão 
Concluiu-se que o método é linear para o Arteméte r na gama de concentrações estudada , pois existe  
correlação entre os valores de concentração e os sinais obtidos do sistema cromatográ fico, os testes 




3.2.1.3. Exatidão sobre o intervalo da linear idade 
3.2.1.3.1. Crité rios de aceitação 
➢ A percentagem de recuperação deve ser entre os 80% - 110% para todos os níveis de  
concentração. 
➢ Interva lo de confiança de 97.5% 
3.2.1.3.2. Resultados 
Na tabela 3.26 estão os resultados obtidos do sistema cromatográfico: 
 
 
Tabela 3.26. Concentração, Áreas e Recuperação média da exatidão de Arteméter – Dissolução 
Concentra çã o (mg/mL) Área (mAU.s) Recupera çã o Média (%) 
0,012 
7499,0 0 








91,62 14226, 00 
14174, 00 
 
De acordo com a equação da reta da linearidade y=mx+b obtiveram -se os gráficos apresentados nas 
figuras 3.24 e 3.25 e os testes estatísticos nas tabelas 3.27 e 3.28. 
 




Figura 3.25. Distribuição de resíduos da exatidão de Arteméter – Dissolução 
 
 
Tabela 3.27. Análise de variância da exatidão de Arteméter – Dissolução 
Nível de Confian ç a 97,50 
t Stude nt 2,365 
Y interce ç ã o -7.27e -4 
Decliv e 0,99 
Coeficie nte de corre laç ã o (r) 0,99 
Coeficie nte de determ ina ç ã o (r2) 0,97 
Variâ n cia conso ante a regress ão (SI2 ) 8,21e -5 
Variâ n cia residu al (SR2 ) 3,44e -7 




Tabela 3.28. Testes estatísticos da exatidão de Arteméter – Dissolução 
Teste de Correla ção de Fisher 
Nível de confia nç a 97,50 
Grau s de Liberd a de (1,   2) 1,   7 
F tabela do 8,070 
F calcula do 238,50 6 
Compatibilidade entre declive e o valor 1 
Nível de confia nç a 97,5 
Grau s de Liberd a de 7 
t tabela do 2,365 
t calculad o 0,903 
Compatibilidade entre Y interceção e o valor 0 
Nível de confia nç a 97,5 
Grau s de Liberd a de 7 
t tabela do 2,365 





Segundo os resultados obtidos, as taxas de recuperação média para todas as concentrações estão 
dentro do interva lo descrito nos critérios de aceitação para a exatidão do método de dissolução de Arteméte r, 




3.2.1.4. Precisã o do Sistem a 
 
 
3.2.1.4.1. Crité rios de aceitação 
 
Desvio padrão relativo (RSD) inferior ou igual a 2%. 
 
3.2.1.4.2. Resultados 
Na tabela 3.29, estão apresentados os resultados obtidos para a Repetibilidade do Sistema do ensa io 
de Dissolução. 
 
Tabela 3.29. Resultados da Repetibilidade do Sistema para Arteméter – Dissolução 












Os resultados obtidos para a Repetibilidade do Sistema cumprem os critérios de aceitação 




3.2.1.5. Precisã o 
 
3.2.1.5.1. Crité rios de aceitação 
 
➢ Coefic iente de variação de repetibilidade (n=6) ≤ 3% 





De modo a saber a concentração obtida em cada amostra , fez-se uma calibração para cada grupo da  
precisão com seis injeções de padrão, usando a concentração real do padrão. Na tabela 3.30 estão os dados 
obtidos através do sistema cromatográ fico para os três grupos da precisão, e na tabela 3.31 apresenta m - se  
os testes estatísticos aplicados ao ensaio da precisão. 
Tabela 3.30. Concentração das soluções e Áreas obtidas da Precisão de Arteméter – Dissolução 



























Tabela 3.31. Análise de variância da precisão de Arteméter – Dissolução 
Nível de Confiança 97,50 
Graus de liberdade 17 
t tabelado 2,110 
Área Média das Amostras  16107 ,83 
Intervalo de variação (%) 1,48 
Variância da repetibilidade (Sr2) 1,77e +5 
Variância da precisão intermédia (SR2) 5,31e +4 
Coeficiente de variação de repetibilidade 2,61 
Coeficiente de variação de precisão intermédia 2,98 
3.2.1.5.3. Conclusão 
Os resultados obtidos dos testes estatísticos aplicados ao ensaio da precisão são satisfatórios e 






3.2.1.6.1. Crité rios de aceitação 
 
Desvio em relação a resposta inicia l inferior a 2.0 % (Gn-G1 ≤ ± 2.0%). 
 
3.2.1.6.2. Resultados 
Na tabela 3.32, estão descrita s as diferentes alterações aplicadas ao método da dissolução , bem 
como os resultados obtidos . Foram usados três grupos sem modificação como método de comparação com 
os outros grupos, dado que os ensaios e injeções não foram todos realizados no mesmo dia. Entre a figura  
3.26 e 3.30 estão representad os os cromatogramas dos ensaios de robustez que se verifica ram fora dos 
critérios de aceitação. 
 
Tabela 3.32. Resultados obtidos da robustez de Arteméter – Dissolução 








1 S/ Modific a ç ã o 1,86 8.966 99,7 _ 
3 Fluxo 0,8mL /m in 1,69 11.286 100,1 0,5 
4 Fluxo 1,2mL /m in 1,76 7.521 99,6 -0,1 
5 Tampã o pH 2.3/ ACN (35:6 5) 2,00 6.236 97,3 -2,4 
6 Tampã o pH 2.3/ ACN (45:5 5)  11,245   
1 S/ Modific a ç ã o 1,27 8.827 102,4 _ 
2 Tempe r atu ra 30ºC 1,55 8.343 108,8 6,4 
7 Tampã o pH 2.1/ ACN (40:6 0) 1,41 8.763 102,9 0,5 
8 Tampã o pH 2.5/ ACN (40:6 0) 1,91 9.134 103,8 1,5 
1 S/ Modific a ç ã o 1,04 9.172 106,9 _ 
9 Filtros pape l 41 1,90 9.026 105,9 -1,0 






Figura 3.26. Cromatograma Grupo 1 da Robustez de Arteméter - Dissolução 
 
Figura 3.27. Cromatograma Grupo 2 da Robustez de Arteméter – Dissolução 
 




Figura 3.29. Cromatograma Grupo 6 da Robustez de Arteméter – Dissolução 
 
 




Com base nos resultados obtidos, verifico u-se que o método não é robusto para o Arteméte r nos 
grupos em que existe alteração da proporção da fase móvel, quando se aumenta a tempera tura da coluna e 
quando se usam os filtros GF/C. 
Nos grupos 5 e 6 verifico u-se que a variação das proporções da fase móvel tem impacto significa t iv o 
no sistema cromatográ fico. Notou-se com maior nitidez essa variação no grupo 6, onde o pico de a tivo 
surge colado a um pico de solvente, como é possíve l observar no cromatograma acima. Isto acontece por 
causa do aumento da percentagem de tampão em relação ao orgânico, originando uma maior afinidade do 
ativo à fase estacionária e provocando um aumento do tempo de retenção do pico de solvente , colid in d o 
com o pico de Artemé te r. 
No grupo 2, o aumento da tempera tura da coluna provocou instabilidade no sistema cromatográ f i c o , 
princ ipa lmente na linha de base, o que justifica os resultados encontra rem-se fora dos limites e crité rio s 
de aceitação. No grupo 10, a alteração no filtro utilizado na preparação das amostras provoc ou uma 
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diminuição na percentagem de dissolução das amostras, ficando fora do limite estabelec ido pelos crité rio s 
de aceitação. 
Ainda assim conclui-se que o método da dissolução de Arteméter é válido para o parâmetro da  
robustez. Terá de se fazer posteriormente uma referênc ia no protocolo de análise, que para este método o 
analista deverá controla r a tempera tura da coluna , medir rigorosamente as quantidades de acetonitrilo e 





3.2.1.7.1. Crité rios de aceitação 
Os resultados da dissolução dos vários tempos testados não devem diferir mais de ± 2.0% do 
resultado obtido com o tempo 0 horas (Gn-G1 ≤ ± 2.0%). 
O último valor da dissolução dentro do interva lo especificado (±2%) para as amostras e/ou padrão 
de verificação, determina o tempo de estabilidade da solução. 
 
3.2.1.7.2. Resultados 
Na tabela 3.33, apresentam-se os resultad os obtidos do ensaio de estabilidade das 
soluções. 
 
Tabela 3.33.Resultados de estabilidade das soluções para Arteméter - dissolução 
Tempo 
(hora) 
RSD do Padrão 
(%) 
Área Média Padrão 
(mAU.s) 






0 1,86 15354 ,33 15128 ,67 97,76 _ 
10 1,38 14773 ,17 15102 ,67 101,43 3,70 
20 1,74 13657 ,83 13896 ,00 100,95 3,20 
30 1,22 14561 ,33 15485 ,00 105,51 7,80 
 
3.2.1.7.3. Conclusão 
Verificou-se que o sistema não é estável, devido à variação da área do padrão. Assim, se a aná lise  
decorre r além das 10 horas, é necessária a preparação de uma nova solução padrão para a quantifica çã o 







3.2.2.  Dissolução Lumefantrina 
3.2.2.1. Especificidade 
3.2.2.1.1. Crité rios de aceitação 





De seguida , estão os cromatogramas obtidos (da figura 3.31 à 3.35), correspondentes às injeçõ es 
feitas no sistema cromatográ fico, com o ensaio da especific idade . 
 
 
Figura 3.31. Cromatograma solvente da especificidade de Lumefantrina – Dissolução 
 
 






Figura 3.33. Cromatograma padrão 100% da especificidade de Lumefantrina – Dissolução 
 
 
Figura 3.34. Cromatograma matriz da especificidade de Lumefantrina – Dissolução 
 
 





Pela análise dos cromatogramas das soluções injetadas, concluiu-se que não há interfe re n t es 
com o mesmo tempo de retenção do pico de ativo, e que o pico do outro ativo (Arteméte r) não aparece em 
nenhum cromatograma e, portanto, não interfe re com o pico da Lumefantrina com estas condições de  






3.2.2.2. Linearida de 
 
3.2.2.2.1. Crité rios de aceitação 
➢ O coeficiente de correlação, r ≥ 0.995 
➢ Correlação entre a concentração do ativo e os sinais obtido (Fcalcu a do ≥ Ftabela do ) 




Com auxílio do software VALIDATION MANAGER 3, foram tratados os seguintes dados 
apresentados na tabela 3.34, e realizados os diferentes testes estatísticos presentes nas tabelas 3.35 e 3.36. 
 
Tabela 3.34. Concentração das soluções e Áreas obtidas da Linearidade de Lumefantrina – Dissolução 


























104157 0,0 0 
103928 1,0 0 





De acordo com a equação da reta da linearidade y=mx+b obtiveram -se os gráficos apresentados nas 












































Tabela 3.35. Análise de variância da linearidade de Lumefantrina – Dissolução 
Nível de Confian ç a 97,50 
t Stude nt 2,093 
Y interce ç ã o -4,04e +3 
Decliv e 7,89e +6 
Coeficie nte de corre laç ã o (r) 0,999 
Coeficie nte de determ ina ç ã o (r2) 0,999 
Variâ n cia conso ante a regress ão (SI2 ) 1,76e +1 2 
Variâ n cia residu al (SR2 ) 1,47e +7 
Somató rio dos quadr a do s residu al 2,80e +8 
 
 
Tabela 3.36. Testes estatísticos da linearidade de Lumefantrina - Dissolução 
Testes de Correla çã o de Fisher 
Nível de confia nç a 97,50 
Graus de Liberd a de (1,   2) 1,   19 
F tabelad o 4,380 
F calcula d o 1,193e + 3 
Compatib ilid ad e entre Y interceção e o valor 0  
Nível de confia nç a 97,50 
Graus de Liberd a de 19 
t tabela d o 2,093 
t calcula do 1,900 
3.2.2.2.3. Conclusão 
Concluiu-se que o método é linear para a Lumefantrina na gama de concentrações estudada , pois 
existe correlação entre os valores de concentração e os sinais obtidos do sistema cromatográfico, os testes 






3.2.2.3. Exatidão sobre o intervalo da linear idade 
3.2.2.3.1. Crité rios de aceitação 
➢ A percentagem de recuperação deve ser entre os 80% - 110% 
➢ Interva lo de confiança de 97.5% 
3.2.2.3.2. Resultados 
O ensaio inicia l da exatidão da dissolução Lumefantrina teve que ser repetido, dado que se dete to u 
que o ativo estava presente numa concentração muito inferior à que seria esperada quando comparada com 
a linearidade, como se observa no cromatograma da figura 3.38. Assim, repetiu-se o ensaio de mane ira  
ligeiramente diferente , pois podia tratar-se da baixa solubilidade do ativo no meio de dissolução usado ou 
da densidade do ativo ser inferior à do meio de dissolução, o que dificulta ria a mistura e, 
consequen temente , a dissolução. 
Ao invés de se colocar a matriz diretamente no copo de dissolução, dissolveu-se a matriz num ba lão 
volumétrico de 100mL com meio de dissolução, que posteriormen te foi adicionad o ao copo de dissolu çã o 
com 900mL de meio de dissolução. Obtive ram -se  o cromatograma da figura 3.39 e os resulta d o s  
apresentados nas tabelas 3.37, 3.38 e 3.39. 
 
 
Figura 3.38. Cromatograma matriz 100% no 1º ensaio da linearidade de Lumefantrina com uma área de 






Figura 3.39. Cromatograma matriz 100% no 2º ensaio da linearidade de Lumefantrina com uma área de 
968146 mAU.s – Dissolução 
 
Tabela 3.37. Concentração, Áreas e Recuperação média da exatidão de Lumefantrina - Dissolução 




Recuperaçã o Média  
(%) 
0,072 
58298 4,0 0 
102,60 58634 8,0 0 
58268 8,0 0 
0,096 
78673 7,0 0 
103,71 78070 7,0 0 
78041 0,0 0 
0,120 
96814 6,0 0 
102.62 97091 8,0 0 





De acordo com a equação da reta da linearidade y=mx+b obtiveram -se os gráficos apresentados nas 
figuras 3.40 e 3.41. 
 
 











Tabela 3.38. Análise de variância da exatidão de Lumefantrina - Dissolução 
Nível de Confian ç a 97,50 
t Stude nt 2,365 
Y interce ç ã o 4,17e -4 
Decliv e 1,03 
Coeficie nte de corre laç ã o (r) 0,999 
Coeficie nte de determ ina ç ã o (r2) 0,999 
Variâ n cia conso ante a regress ão (SI2 ) 3,59e -3 
Variâ n cia residu al (SR2 ) 4,12e -7 




Tabela 3.39. Testes estatísticos da exatidão de Lumefantrina – Dissolução 
Teste de Correla çã o de Fisher 
Nível de confia nç a 97,50 
Graus de Liberd a de (1,   2) 1,    7 
F tabelad o 8,070 
F calcula d o 8713,3 56 
Compatib ilid ad e entre o declive e o valor 1  
Nivel de confia nç a 97,50 
Graus de Liberd a de 7 
t tabela d o 2,365 
t calcula do 2,313 
Compatib ilid ad e entre Y interceção e o valor 0  
Nível de confia nç a 97,50 
Graus de Liberd a de 7 
t tabela d o 2,365 




Segundo os resultados obtidos, as taxas de recuperação média para todas as concentrações estão 
dentro do interva lo descrito nos critérios de aceitação para a exatidão do método de dissolução da  






3.2.2.4. Precisã o do Sistem a 
3.2.2.4.1. Crité rios de aceitação 
 





Na tabela 3.40, estão apresentados os resultados obtidos para a Repetibilidade do Sistema do 
ensaio de Dissolução. 
 
Tabela 3.40. Resultados da Repetibilidade do Sistema para Lumefantrina - Dissolução 
Injeção Área de Padrão (mAU.s) 
1 95071 7,0 0 
2 94274 7,0 0 
3 94312 6,0 0 
4 94417 3,0 0 
5 94355 5,0 0 
6 94316 8,0 0 





Os resultados obtidos para a Repetibilidade do Sistema cumprem os critérios de aceitação 






3.2.2.5. Precisã o 
3.2.2.5.1. Crité rios de aceitação 
 
➢ Coefic iente de variação de repetibilidade (n=6) ≤ 3% 




De modo a saber a concentração obtida em cada amostra , foi feita uma calibração para cada grupo 
da precisão com seis injeções de padrão, usando a concentração real do padrão. Na tabela 3.41 estão os 
dados obtidos através do sistema cromatográfico para os três grupos da precisão, e na tabela 3.42 
apresentam-se os testes estatísticos aplicados ao ensaio da precisão . 
 
Tabela 3.41. Concentração das soluções e Áreas obtidas da Precisão de Lumefantrina - Dissolução 
Grupo Concentra çã o Amostra (mg/mL) Área da Amostra (mAU.s) 
1 
0.120 86208 5 
0.120 84990 1 
0.120 85089 4 
0.120 85139 6 
0.120 85015 1 
0.120 85017 4 
2 
0.120 87421 7 
0.120 87234 6 
0.120 86745 1 
0.120 86809 4 
0.120 87038 7 
0.120 86795 8 
3 
0.121 85224 8 
0.121 85441 1 
0.121 84468 7 
0.121 85336 0 
0.121 84824 5 




Tabela 3.42. Análise de variância da precisão de Lumefantrina - Dissolução 
Nível de Confian ç a 97,50 
Graus de liberd ad e 17 
t tabela d o 2,110 
Área Média das Amostra s 85757 5 
Inter va lo de varia ç ã o (%) 0,66 
Variâ n cia da repetib il ida d e (Sr2) 1,47e +7 
Variâ n cia da precisã o interm é dia (SR2 ) 1,31e +8 
Coeficien te de variação de repetibilidad e 0,45 
Coeficien te de variação de precisão interméd ia  1,33 
3.2.2.5.3. Conclusão 
Os resultados obtidos dos testes estatísticos aplicados ao ensaio da precisão são satisfatórios e 





3.2.2.6.1. Crité rios de aceitação 
 
Desvio em relação a resposta inicia l inferior a 2.0 % (Gn-G1 ≤ ± 2.0%). 
 
3.2.2.6.2. Resultados 
Na tabela 3.43, apresentam-se as diferentes alterações aplicadas ao método da dissolução. Como 
exemplo, apresentam-se nas figuras 3.42 e 3.43 dois dos cromatogramas obtidos do ensaio de robustez . 
 
Tabela 3.43. Resultados de robustez para Lumefantrina – Dissolução 
G Modifica çõ es 
RSD do Padrão 
(%) 





1 S/ Modific a ç ã o 0,089 3,026 91,20 _ 
2 Tempe r atu ra 30ºC 0,611 2,845 91,70 0,50 
3 Fluxo 0,8mL /m in 0,120 3,642 91,90 0,70 
4 Fluxo 1,2mL /m in 0,103 2,468 91,30 0,10 
5 Tampã o pH 2.3/ ACN (30:7 0) 0,041 3,026 90,90 -0,30 
6 Tampã o pH 2.3/ ACN (20:8 0) 0,650 2,384 92,40 1,20 
7 Tampã o pH 2.1/ ACN (40:6 0) 0,152 2,674 90,80 -0,40 
8 Tampã o pH 2.5/ ACN (40:6 0) 0,370 2,913 92,00 0,70 
9 Filtros pape l 41 0,199 3,033 92,50 1,30 





Figura 3.42. Cromatograma Grupo 1 da Robustez de Lumefantrina – Dissolução
 
Figura 3.43. Cromatograma Grupo 8 da Robustez de Lumefantrina – Dissolução 
3.2.2.6.3. Conclusão 
Com base nos resultados obtidos , concluiu-se que o método da dissolução é robusto para todos os 





3.2.2.7.1. Crité rios de aceitação 
Os resultados da dissolução dos vários tempos testados não devem diferir mais de ± 5.0% do 
resultado obtido com o tempo 0 horas 
O último valor da dissolução dentro do interva lo especificado (±5%) para as amostras e/ou padrão 
de verificação, determina o tempo de estabilidade da solução 
 
3.2.2.7.2. Resultados 
Na tabela 3.44, podem ler-se os resultad os obtidos do ensaio de estabilidade das soluções. 
 
Tabela 3.44. Resultados de estabilidade para Lumefantrina - Dissolução 
Tempo 
(hora) 
RSD do Padrão 
(%) 
Área Média Padrão 
(mAU.s) 





0 0,09 92653 3,8 3 84780 2,6 7 91,22 _ 
10 0,06 92908 9,8 3 85067 2,3 3 91,28 0,1 
20 0,04 92430 0,0 0 84540 4,0 0 91,19 0,0 
30 0,04 92770 3,5 0 85435 1,3 3 91,81 0,6 
3.2.2.7.3. Conclusão 
Os resultados obtidos do ensaio de estabilidade das soluções indicam, seguind o os critérios de  






3.3. Substâncias Aparentadas 
 
3.3.1.  Substâncias Aparentadas de Arteméter 
3.3.1.1. Especificidade 
3.3.1.1.1. Crité rios de aceitação 
 




De seguida, encontram-se os cromatogramas obtidos (da figura 3.44 à 3.48), correspo nde ntes às 
injeções feitas no sistema cromatográ fico para o ensaio da especific idade . 
 
Figura 3.44. Cromatograma solvente de Arteméter - Substâncias Aparentadas 
 
 






Figura 3.46. Cromatograma padrão 100% de Arteméter – Substâncias Aparentadas 
 
 
Figura 3.47. Cromatograma padrão de dihidroartemesinina – Substâncias Aparentadas 
 
 




























Figura 3.49. Cromatograma matriz de Arteméter – Substâncias Aparentadas 
3.3.1.1.3. Conclusão 
 
Pela análise dos cromatogramas das soluções injetadas, concluiu-se que não há interferênc ias  




























3.3.1.2. Testes de Stress 
3.3.1.2.1. Resultados 
Na tabela 3.45 estão os resultados dos testes de stress de arteméter, seguida dos cromatogramas 
obtidos das injeções dessas soluções e da tabela 3.46 onde estão descritos os resultados de pureza obtidos 
dos testes de stress e da análise dos cromatogramas (da figura 3.50 à 3.57). 
 
Tabela 3.45. Resultados de testes de stress de Arteméter – Substâncias Aparentadas 
TEST E S DE STRE S S 
Teste s 
Identi fic a ç ã o dos picos (T. de Reten çã o ) (min) Área de Artem éte r 
(mAU . s) Dihid ro arte m e sinin a α-arte m éte r Artem é te r 
S/ataq ue _ T0 3,197 N.D 10,661 35948 23 
S/ataq ue _ T2 4 3,206 N.D 10,807 35912 90 
HCL_ T 0 3,109 8,895 10,899 63256 0 
HCL_ T 24 3,113 8,957 11,051 38127 5 
NaO H _ T 0 3,369 N.D 10,574 55022 54 
NaO H _ T 24 3,397 N.D 10,687 55279 14 
Peróxid o_ T 0 N.D N.D 10,618 50917 56 
Peróxid o_ T 24 3,176 N.D 10,71 50974 66 
Calor_ T 0 
24h 3,181 7,24 10,677 45135 38 
48h 3,179 6,736 10,626 47171 33 
5dias 3,199 6,759 10,609 48958 61 
Luz_ T 0 
24h 3,193 N.D 10,595 51469 03 
48h 3,183 N.D 10,62 47143 25 
5dias N.D 7,303 10,613 48302 04 
Calor_ T 24 
24h 3,224 7,305 10,764 45102 94 
48h 3,212 6,751 10749 48093 96 
5dias 3,205 6,766 10,712 49927 44 
Luz_ T 24 
24h 3,194 N.D 10,695 52522 7 
48h N.D N.D 10,721 48371 67 




Figura 3.50. Cromatograma s/ataque t0 de Arteméter – Substâncias Aparentadas  
 
Figura 3.51. Cromatograma stress ácido t0 de Arteméter – Substâncias Aparentadas 
 





Figura 3.53. Cromatograma stress oxidação t0 de Arteméter – Substâncias Aparentadas 
 
Figura 3.54. Cromatograma stress calor 48 horas t0 de Arteméter – Substâncias Aparentadas 
 
Figura 3.55. Cromatograma stress luz 48 horas t0 de Arteméter – Substâncias Aparentadas  
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Tabela 3.46. Resultados de pureza obtidos dos testes de stress de Arteméter – Substâncias Aparentadas 
Amostras 
Angulo de Pureza 
(AP) 
Limite de Pureza 
(LP) 
Análise de Pureza 
AP<LP 
HCL_T 0 1,22 13,97 Puro 
HCL_T 24 2,47 27,17 Puro 
NaOH_T 0 0,56 5,52 Puro 
NaOH_T 24 0,31 5,18 Puro 
Peróxido_T 0 7,11 3,6 Impuro 
Peróxido_T 24 4,32 3,63 Impuro 
Calor_T 0 
24h 0,31 3,95 Puro 
48h 0,25 3,84 Puro 
5dias 0,32 3,62 Puro 
Luz_T 0 
24h 0,26 3,62 Puro 
48h 0,3 3,88 Puro 
5dias 0,36 3,83 Puro 
Calor_T 24 
24h 0,25 3,98 Puro 
48h 0,21 3,87 Puro 
5dias 0,27 3,59 Puro 
Luz_T 24 
24h 0,29 3,53 Puro 
48h 0,25 3,94 Puro 








Figura 3.57.Cromatograma 3D stress oxidação t0 de Arteméter – Substâncias Aparentadas 
 
3.3.1.2.2. Conclusão 
Os resultados obtidos nos testes de stress indicaram que, em comparação com a amostra sem ataque , 
o ativo degradou-se em contacto com o meio ácido, provocando uma hidrólise ácida e decompondo o pico 
de ativo (área diminui) em degradações não visíve is no sistema cromatográfico. 
Em todas as outras condições, a área de ativo aumentou considerave lmente . Isto deve-se à formação 
de compostos com estrutura simila r ao Arteméte r que, aquando da análise de pureza do pico, não são 
detetáve is. Os resultados de pureza obtidos, indica ram que em todas as condições de stress os picos de ativo 
são puros. 
No ensaio de oxidação (H2O2), obteve-se o valor de ângulo de pureza superior ao limite de pureza, o 







3.3.1.3. Linearida de 
3.3.1.3.1. Crité rios de aceitação 
➢ O coeficiente de correlação, r ≥ 0.995 
➢ Correlação entre a concentração do ativo e os sinais obtido (F calcu a do ≥ Ftabela do ) 
➢ Compatibilidade do valor de Y- interceção com o valor 0 (tcalc u ad o ≤ ttabela do ) 
3.3.1.3.2. Resultados 
Na tabela 3.47 estão os resultados obtidos do sistema cromatográfico e introduzidos no software 
Validation Manager 3: 
 
Tabela 3.47. Concentração das soluções e Áreas obtidas da linearidade de Arteméter – Substâncias 
Aparentadas 
































De acordo com a equação da reta da linearidade y=mx+b obtiveram -se os gráficos apresentados nas 
figuras 3.58 e 3.59 e os testes estatísticos nas tabelas 3.48 e 3.49. 
 
 
Figura 3.58. Curva de calibração da linearidade de Arteméter – Substâncias Aparentadas 
 
 
Figura 3.59. Distribuição de resíduos da linearidade de Arteméter – Substâncias Aparentadas  
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Tabela 3.48. Análise de Variância da Linearidade de Arteméter – Substâncias Aparentadas 
Nível de Confian ç a 97,500 
t Stude nt 2,093 
Y interce p ç ão 94,456 
Decliv e 3,921e + 5 
Coeficie nte de corre laç ã o (r) 0,998 
Coeficie nte de determ ina ç ã o (r2) 0,996 
Variâ n cia conso ante a regress ão (SI2 ) 8,022e + 9 
Variâ n cia residu al (SR2 ) 1,803e + 6 
Somató rio dos quadr a do s residu al 3,426e + 7 
 
 
Tabela 3.49. Análises estatísticas da linearidade de Arteméter – Substâncias Aparentadas 
Teste de Correla çã o de Fisher 
Nível de confia nç a 97,50 
Graus de Liberd a de 1,    19 
F tabelad o 5,920 
F calcula d o 4448,8 15 
Compatib ilid ad e entre Y interceção e o valor 0  
Nível de confia nç a 97,50 
Graus de Liberd a de 19 
t tabela d o 2,093 
t calcula do 0,223 
 
3.3.1.3.3. Conclusão 
Concluiu-se que o método é linear para o Arteméte r na gama de concentrações estudada , pois existe  
correlação entre os valores de concentração e os sinais obtidos do sistema cromato grá fico, os testes 







3.3.1.4. Exatidão sobre o intervalo da linear idade 
3.3.1.4.1. Crité rios de aceitação 
➢ A percentagem de recuperação deve ser entre os 80% - 110% para todos os níveis de  
concentração. 
➢ Interva lo de confiança de 97,5% 
3.3.1.4.2. Resultados 
Na tabela 3.50 estão os resultados obtidos do sistema cromatográfico e introduzidos no software 
Validation Manager 3: 
 
 
Tabela 3.50. Recuperação média da exatidão de Arteméter – Substâncias Aparentadas 

















De acordo com a equação da reta da linearidade y=mx+b obtiveram -se os gráficos apresentados nas 
figuras 3.60 e 3.61 e os testes estatísticos nas tabelas 3.51 e 3.52. 
 
 









Tabela 3.51. Análise de variância da exatidão de Arteméter – Substâncias Aparentadas 
Nivel de Confian ç a 97,50 
t Stude nt 2,365 
Y interce ç ã o -1,38e -4 
Decliv e 1,01 
Coeficie nte de corre laç ã o (r) 0,999 
Coeficie nte de determ ina ç ã o (r2) 0,999 
Variâ n cia conso ante a regress ão (SI2 ) 4,13e -2 
Variâ n cia residu al (SR2 ) 4,52e -7 
Somató rio dos quadr a do s residu al 3,10e -6 
 
Tabela 3.52. Testes estatísticos da exatidão de Arteméter – Substâncias Aparentadas 
Teste de Correla çã o de Fisher 
Nível de confia nç a 97,50 
Graus de Liberd a de (1,   2) 1,    7 
F tabelad o 8,070 
F calcula d o 9,150e + 4 
Compatib ilid ad e entre o declive e o valor 1  
Nível de confia nç a 97,50 
Graus de Liberd a de 7 
t tabela d o 2,365 
t calcula do 1,474 
Compatib ilid ad e entre Y interceção e o valor 0 
Nível de confia nç a 97,50 
Graus de Liberd a de 7 
t tabela d o 2,365 




Segundo os resultados obtidos, as taxas de recuperação média para todas as concentrações estão 
dentro do interva lo descrito nos critérios de aceitação para a exatidão do método de dissolução de Artemé te r, 






3.3.1.5. Precisã o do Sistem a 
3.3.1.5.1. Crité rios de aceitação 




Na tabela 3.53, estão apresentados os resultados obtidos para a Repetibilidade do Sistema do 
ensaio de Substânc ia Aparentadas . 
Tabela 3.53. Resultados da Repetibilidade do Sistema para Arteméter – Substâncias Aparentadas 
Injeção Área de Padrão (mAU.s) 
1 11722 ,00 
2 11101 ,00 
3 11507 ,00 
4 10803 ,00 
5 10811 ,00 
6 10941 ,00 





Os resultados obtidos para a Repetibilidade do Sistema cumprem os critérios de aceitação 






3.3.1.6. Precisã o 
 
3.3.1.6.1. Crité rios de aceitação 
 
➢ Coefic iente de variação de repetibilidade (n=6) ≤ 5% 
➢ Coefic iente de variação de precisão intermédia (n=18) ≤ 5% 
 
3.3.1.6.2. Resultados 
De modo a saber a concentração obtida em cada amostra , foi feita uma calibração para cada grupo 
da precisão com seis injeções de padrão, usando a concentração real do padrão. Na tabela 3.54 estão os 
dados obtidos através do sistema cromatográfico para os três grupos da precisão, e na tabela 3.55 
apresentam-se os testes estatísticos aplicados ao ensaio da precisão . 
 
Tabela 3.54. Áreas obtidas da por solução injetada na precisão de Arteméter – Substâncias Aparentadas 

























Tabela 3.55. Análise de variância da precisão de Arteméter – Substâncias Aparentadas 
Nível de Confian ç a 97,50 
Graus de liberd ad e 17 
t tabela d o 2,110 
Área Média das Amostra s 12206 
Inter va lo de varia ç ã o (%) 2,06 
Variâ n cia da repetib il ida d e (Sr2) 2,25e +5 
Variâ n cia da precisã o interm é dia (SR2 ) 2,56e +4 
Coeficien te de variação de repetibilidad e 3,89 
Coeficien te de variação de precisão interméd ia  4,14 
 
3.3.1.6.3. Conclusão 
Os resultados obtidos dos testes estatísticos aplicados ao ensaio da precisão são satisfa tórios e  




3.3.1.7. Limite de Quantificação 
 
3.3.1.7.1. Crité rios de aceitação 
 




Os resultados obtidos encontram -se na tabela 3.56. 
Tabela 3.56. Resultados do limite de quantificação de Arteméter – Substâncias Aparentadas 











Para a concentração 0,1% obteve-se um desvio padrão relativo dentro dos critérios de aceitação . 








3.3.1.8.1. Crité rios de aceitação 
 




Na tabela 3.57, estão as diferentes alterações aplicadas ao método da dissolução assim como os 
resultados obtidos. Como exemplo, apresentam -se nas figuras 3.62 e 3.63 dois dos cromatogramas obtid o s 
do ensaio de robustez .  
 
Tabela 3.57. Resultados de robustez para Arteméter – Substâncias Aparentadas 
G Modifica çõ es 
RSD do Padrão 
(%) 
Tempo Retençã o     
(min) 
Dissoluçã o      
(%) 
Gn-G1         
(%) 
1 S/ Modific a ç ã o 4,43 11,18 105,60 _ 
2 
Tampã o pH 2.3/ ACN 
(35:6 5) 
2,49 8,45 104,50 -1,10 
3 Fluxo 1,3mL /m in 3,47 13,06 106,50 0,80 











Figura 3.63. Cromatograma Grupo 4 da Robustez de Arteméter – Substâncias Aparentadas 
 
3.3.1.8.3. Conclusão 
Os resultados obtidos das alterações feitas no ensaio da robustez revelaram que o ensaio é robus to 
cumprindo com os critérios de aceitação.  
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3.3.2.  Substâncias Aparentadas de Lumefantrina 
O Arteméte r é o analíto que contribui com maior percentagem de impurezas, por isso foi selecio na da  
a validação do método de substânc ias aparentadas do Arteméter. De modo a comprovar esta afirmação, foi 




3.3.2.1.1. Crité rios de aceitação 
 






De seguida encontram-se os cromatogramas obtidos (da figura 3.64 à 3.68), correspondentes às 
injeções feitas no sistema cromatográ fico para o ensaio da especific idade . 
Figura 3.64. Cromatograma solvente de Lumefantrina – Substâncias Aparentadas 
 



















Figura 3.66. Cromatograma padrão 100% de Lumefantrina – Substâncias Aparentadas 
 
 
Figura 3.67. Cromatograma padrão de Epóxido – Substâncias Aparentadas 
 




Pela análise dos cromatogramas das soluções injetadas, concluiu-se que não existe  
















3.3.2.2. Testes de Stress 
 
Na tabela 3.58 estão os resultados dos testes de stress de lumefantrina, seguida dos 




Tabela 3.58. Resultados de testes de stress de Lumefantrina - Substâncias Aparentadas 
TESTES DE STRESS 
Teste s 
Identi fic a ç ã o dos picos (T. de Reten çã o ) (min) 
Área de Lume fa ntrin a (mAU .s) 
Epóxid o DDFE Lumef a ntrina 
S/ataq ue _ T0 N.D N.D 11.055 32251 70 5 
S/ataq ue _ T2 4 N.D N.D 11.116 32251 70 5 
HCL_ T 0 1.186 N.D 10.562 44402 04 
HCL_ T 24 1.19 N.D 10.569 55176 05 2 
NaO H _ T 0 N.D N.D 11.055 25802 64 6 
NaO H _ T 24 N.D N.D 11.102 26002 79 0 
Peróxid o_ T 0 0.977 N.D 11.069 40727 51 
Peróxid o_ T 24 0.977 N.D 11.111 30928 79 1 
Calor_ T 0 
24h N.D N.D 11.079 33781 27 2 
48h N.D N.D 11.074 31719 71 0 
5dias N.D N.D 11.079 31969 91 5 
Luz_ T 0 
24h N.D N.D 11.082 32533 41 8 
48h N.D N.D 11.083 32515 18 7 
5dias N.D N.D 11.084 32229 79 1 
Calor_ T 24 
24h N.D N.D 11.118 34315 60 0 
48h N.D N.D 11.112 32146 77 9 
5dias N.D N.D 11.114 32109 69 9 
Luz_ T 24 
24h N.D N.D 11.121 32767 40 8 
48h N.D N.D 11.126 32430 37 0 





Figura 3.69. Cromatograma s/ataque t0 de Lumefantrina – Substâncias Aparentadas 
 
 
Figura 3.70. Cromatograma stress ácido t0 de Lumefantrina - Substâncias Aparentadas 
 
 





Figura 3.72. Cromatograma stress oxidação t0 de Lumefantrina - Substâncias Aparentadas 
 
 
Figura 3.73. Cromatograma stress calor 24 horas t0 de Lumefantrina – Substâncias Aparentadas 
 
 




Os resultados obtidos dos testes de stress indicam que, em comparação com a amostra sem ataque , 
o ativo sofre uma ligeira degradação ácida e oxida tiva , onde é detetada a presença da impureza Epóxid o . 
Quando exposto às outras condições de stress, não se verificam alterações significa tivas em relação à 
amostra sem ataque. 
A partir dos resultados obtidos, foi possível validar os dados da literatura . A Lumefantrina ao sofre r 
degradação não contribui com degradantes que sejam visíve is no método cromatográfico estudado. Por isto, 
na tese, devido ao tempo limitado, foi dada uma importânc ia maior ao método de pesquisa de impurezas do 
Arteméte r pois é o ativo que ao sofrer degradação contribui com maior percentagem de degradantes para a 






Concluiu-se, assim, que todos os métodos analíticos testados foram validados, ou seja, o método 
do Doseamento é específico, linear, exato, preciso, robusto e estável, não apresentando nenhuma 
interferência nos parâmetros estudados. 
Para o método da Dissolução foram utilizadas condições diferentes para a análise de ambos os 
ativos, tendo o Arteméter demonstrado menor robustez para com as alterações efetuadas ao método, e o 
facto de não ser estável para o tempo de estudo da solução. Para os outros parâmetros, os resultados 
foram satisfatórios e, consequentemente, validados. 
O método das Substâncias Aparentadas foi estudado, de acordo com a literatura, para o Arteméter 
que apresenta uma maior percentagem de impurezas no método. Tal foi verificado, aquando da 
comparação com o ensaio dos testes de stress feitos a este método entre o Arteméter e a Lumefantrina. 
Confirmou-se, de facto, um maior aparecimento das impurezas de Arteméter. Este método demonstrou 
ser específico, linear na gama de concentrações estudada, tendo-se determinado o limite de quantificação 
de 0,1%, exato, preciso e robusto. Na tabela 4.1 está o resumo da validação analítica: 
Tabela 4.1. Resumo da Validação Analítica 
 
Doseamento Dissolução Substâncias Aparentadas 
 
Arteméter Lumefantrina Arteméter Lumefantrina Arteméter Lumefantrina 
Especificidade Não existem compostos que interfiram com os picos das substâncias ativas 
Testes de 
Stress 





Linearidade r = 0,997 r = 0,999 r =0,995 r =0,999 r =0,998 N.A 
Teste Fisher satisfatório Teste Fisher satisfatório Teste Fisher 
satisfatório 
 
Y-interseção compatível com 
valor 0 







média = 100,9 
%Recuperação 
média = 99,5 
%Recuperação 





















































Robustez Robusto perante todas as 
alterações ao método 
Não é robusto 
para alterações 
de pH, de 
temperatura da 























Verificou-se, com uma validação de processo do lote de arranque produzido na SOFARIMEX – 
Industria Química e Farmacêutica, S.A., que os métodos validados são aplicáveis, como se observa na 
tabela 4.2: 
Tabela 4.2. Resultados obtidos da validação de processo 





Arteméter 96,6 93,1 
90 - 110 
Lumefantrina 90,8 96,6 
Dissolução 
(%) 
Arteméter - 101,0 >65 







- <0,1 <0,3 
Impurezas 
desconhecidas 
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